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Diabetes on aineenvaihduntasairaus, johon liittyy insuliinin tuotanto- ja toi-
mintahäiriötä. Nämä aiheuttavat veren glukoosipitoisuuden nousua, mikä 
pitkään jatkuessaan johtaa sydänsairauksiin, kuten sepelvaltimotautiin ja sy-
dämen vajaatoimintaan. Liikuntaharjoittelulla on useita positiivia vaikutuksia 
sydämen terveyteen ja se parantaa muun muassa sydämen supistumisky-
kyä. Kalsiumilla on merkittävä rooli sydämen supistumisessa, sillä solun-
sisäiset kalsiumkonsentraation muutokset johtavat sydämen supistumiseen 
ja palautumiseen lepovaiheeseen. Tämän tutkielman tarkoituksena oli tut-
kia, vaikuttaako kestävyysharjoittelu terveen ja diabeettisen sydämen kal-
siumkanavien määriin. Tämän selvittämiseksi tutkimuksessa mitattiin isossa 
koe-eläinmallissa minisikojen sydänten oikean ja vasemman kammion L-tyy-
pin kalsiumkanavien (Cacna1c), ryanodiinireseptorien (RyR2), sarkoplasmi-
sen kalvoston Ca2+-ATPaasien (Serca2) ja natrium—kalsium–vaihtajien 
(NCX) suhteellisia määriä Western blotting –menetelmällä. 
Diabeteksen proteiinimääriä vähentävä vaikutus nähtiin oikeassa kammi-
ossa, jossa diabetes laski RyR2-proteiinin määrää, ja tämä ero näkyi erityi-
sesti liikkuneiden eläinten kesken, ja lisäksi diabetes näytti laskevan NCX-
proteiinin määrää oikeassa kammiossa. Liikunta näytti yleisesti nostavan 
Cacna1c-proteiinin määrää vasemman kammion epikardiumissa, mutta lii-
kunnan positiiviset vaikutukset näyttivät olevan paljon suuremmat diabe-
testa sairastavilla eläimillä kuin terveillä. Yleisesti diabetesta sairastavilla 
eläimillä oli sydämessä enemmän Cacna1c-proteiinia kuin terveillä. Lisäksi 
liikunta nosti sydämen Serca2-proteiinin määrää vasemman kammion en-
dokardiumissa sekä terveillä että sairailla eläimillä.  
Johtopäätöksenä voidaan sanoa, että diabetes vähensi oikeassa kam-
miossa RyR2- ja NCX-proteiinien suhteellisia määriä, mikä on voinut aiheut-
taa heikompaa supistumiskykyä diabeteseläimillä, sillä kalsiumkanavien 
määrät voivat vaikuttaa sydämen supistumiskykyyn. Liikunnalla oli kuitenkin 
positiivisia vaikutuksia kalsiumin sisäänvirtaukseen ja poistoon osallistuviin 
proteiineihin, ja liikunnan positiiviset vaikutukset olivat näkyvissä myös dia-
betesta sairastavilla eläimillä. Liikunnalla täten saattoi olla sydämen supis-
tumiskykyä parantavia vaikutuksia etenkin diabeteseläimillä 
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1.1. Sydämen ja sydänlihaslihassolujen rakenne ja toiminta 
Nisäkkään sydän on nelilokeroinen elin, joka muodostuu oikeasta kammiosta ja etei-
sestä sekä vasemmasta kammiosta ja eteisestä. Sydämen pumppaustoiminta ylläpitää 
verenkiertoa. Sydämen eri osioiden välillä olevat läpät estävät verta virtaamasta väärään 
suuntaan (kuva 1). Vähähappinen veri kulkeutuu kehon laskimoita pitkin sydämen oi-
kean eteisen kautta oikeaan kammioon, josta veri pumpataan keuhkoverenkiertoon. 
Keuhkoissa hiilidioksidia poistuu verestä ja happea siirtyy vereen. Hapekas veri kulkeu-
tuu keuhkolaskimoa pitkin sydämen vasempaan eteiseen ja siitä vasempaan kammioon. 
Vasen kammio pumppaa veren aorttaan, jota pitkin hapekas veri siirtyy suureen veren-
kiertoon ja kaikkialle elimistöön. (Hill ym. 2012). 
 
Vasen ja oikea kammio eroavat toisistaan niin rakenteeltaan kuin kehitykseltäänkin 
(Poels ym. 2015).  Esimerkiksi oikean kammion seinämät ovat ohuemmat kuin vasem-
man kammion seinämät (kuva 1). Oikean kammion ohuemmat seinämät eivät supistu-
essaan tuota yhtä suurta painetta kuin vasemman kammion paksummat seinämät. Oi-
kean kammion täytyy pumpata veri vain keuhkoverenkiertoon, joten se joutuu työsken-
telemään pienempää painetta vastaan kuin vasen kammio, joka pumppaa veren kaikki-
alle muualle elimistöön. Täten vasemman kammion seinämien on oltava paksummat 
suuremman paineen luomiseksi. Kammiot myös kehittyvät eri kantasoluista, mikä osal-
taan selittää niiden erilaisen rakenteen ja toiminnan. (Poels ym. 2015). 
 
Kuva 1. Sydämen rakenne. Kuva muokattu otettu ja muokattu nettisivulta Wikijournal of Medi-
cine - Blausen Medical (2014).  
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Sydänlihas eli myokardium koostuu suurelta osin sydänlihassoluista. Lihaksen keskellä 
solut sijaitsevat pitkittäin samansuuntaisesti, kun taas reunoilla solut ovat poikittain 90 
asteen kulmassa verrattuna keskellä oleviin soluihin (Pappano & Wier 2013). Myokar-
diumin sisäosan (tässä työssä endokardium tarkoittaa myokardiumin sisäosaa, ei vain 
sydämen sisäkalvoa) lihassolut lyhenevät supistuessaan enemmän ja supistuminen on 
nopeampaa kuin myokardiumin ulko-osan solujen (josta käytetään tässä työssä nimeä 
epikardium) (Kondo ym. 2006; Mou ym. 2009). Lisäksi endokardiumin solunsisäisen kal-
siumkonsentraation on havaittu olevan epikardiumia korkeampi (Figueredo ym. 1993). 
Sydänlihassolut ovat poikkijuovaisia lihassoluja, joissa on runsaasti mitokondrioita te-
hokkaan soluhengityksen takaamiseksi, mutta vain yksi tuma, toisin kuin luurankolihas-
ten poikkijuovaisissa soluissa. Sydänlihassolut ovat haarautuneita ja kiinnittyvät toisiinsa 
kiinni niiden päissä olevien kytkylevyjen kautta. Kytkylevyt muodostuvat vyö- ja aukkolii-
toksista: vyöliitokset sitovat solut mekaanisesti toisiinsa kiinni, ja aukkoliitosten kautta 
sähköimpulssi pääsee kulkemaan nopeasti solusta toiseen, mikä helpottaa sydänlihas-
solujen yhtäaikaista supistumista. (Walker & Spinale 1999)  
 
Lihassolut ovat muodostuneet myofibriileistä eli lihassäikeistä. Lihassäikeet ovat puoles-
taan muodostuneet lomittain asettuneista myosiini- ja aktiinisäikeistä, jotka järjestäytyvät 
supistumisyksiköiksi, sarkomeereiksi (kuva 2). Sarkomeeriyksikön päitä kutsutaan Z-le-
vyiksi. Sydänlihassolun solukalvosta eli sarkolemmasta lähtee T-putkiksi kutsuttuja ra-
kenteita, jotka työntyvät Z-levyjen kohdalla eli sarkomeeriyksiköiden väleissä lähelle so-
lun sisäistä sarkoplasmista kalvostoa. Aktiinisäikeissä on myosiinin sitoutumiskohtia, 
joita lepotilassa peittää tropomyosiiniketju ja troponiinimolekyylit, joita on kolmea eri tyyp-
piä: T, I ja C. Kalsiumionin sitoutuminen troponiini-C:hen saa tropomyosiinin siirtymään 
pois myosiinin sitoutumiskohtien päältä, jolloin myosiinipää voi sitoutua aktiiniin ja supis-
tuminen voi alkaa. Kalsiumin merkitys sydänlihaksen supistumisessa käydään vielä 
myöhemmin yksityiskohtaisemmin läpi. Myosiiniin on sitoutuneena adenosiinidifosfaatti 
(ADP) ja inorgaaninen fosfaatti (Pi). Myosiinin sitouduttua aktiiniin inorgaaninen fosfaatti 
irtoaa myosiinipäästä ja saa aikaan myosiinin konformaation muutoksen. Myosiinipään 
asennon muuttumisen seurauksena aktiinisäie liikkuu lomittain myosiinin kanssa eli solu 
supistuu. Samalla ADP irtoaa myosiinipäästä, mikä muuttaa konformaatiota lisää. Myo-
siinipää pysyy kiinnittyneenä aktiiniin niin kauan, kunnes uusi ATP-molekyyli sitoutuu sii-
hen, mikä saa aikaan myosiinin irtoamisen aktiinista. Tämän jälkeen ATP hydrolysoituu 
jälleen ADP:ksi ja inorgaaniseksi fosfaatiksi ja myosiinipää palautuu alkuperäiseen kon-
formaatioonsa. Supistuminen loppuu, kun kalsiumionit irtoavat troponiini-C:stä ja kal-




Kuva 2. Sarkomeeriyksikkö muodostuu lomittain asettuneista aktiini- ja myosiinisäikeistä, joiden 
päissä on Z-levyiksi kutsutut rakenteet. Kuva otettu ja muokattu nettisivustolta WikiJournal of 
Medicine – Medical Gallery of David Richfield (2014). 
 
1.2. Ärsytys-supistuskytkentä 
Kalsiumioneilla on huomattava rooli sydänlihassolun supistumisessa ja solunsisäiset kal-
siumkonsentraation muutokset saavat aikaan koko sydämen supistumisen ja palautumi-
sen lepovaiheeseen. Sydämen lepovaiheen eli diastolen aikana kalsiumionien pitoisuus 
kammioiden lihassolujen sytoplasmassa on matala (~100 nM) verrattuna solun ulkoiseen 
tilaan (~1-2 mM). Kun solunsisäinen kalsiumkonsentraatio nousee (~1 µM), solu supis-
tuu (Bodi ym. 2005; Carafoli & Krebs 2016). Solujen koordinoitu yhtäaikainen toiminta 
saa aikaan kammioiden supistumisen eli systolen. Sydänlihassolujen kalsiumkonsent-
raatioiden muutosten täytyy siis olla tarkasti säädeltyä. Sytoplasman kalsiumkonsentraa-
tion muutoksiin vaikuttavat sydänlihassolun kalsiumkanavat: T-putkistossa ja solukal-
volla sijaitsevat L-tyypin kalsiumkanavat ja natrium—kalsiumvaihtajat (NCX) sekä sar-
koplasmisella kalvostolla sijaitsevat ryanodiinireseptorit (RyR2) ja Ca2+-ATPaasit 





Kuva 3. Sydänlihassolun supistumiseen osallistuvat kalsiumkanavat. Kuva otettu ja muokattu 
artikkelista Scoote ym. (2003). 
 
Sydämen oikean eteisen seinämässä on sinussolmukkeeksi kutsuttu solukertymä, joka 
synnyttää aktiopotentiaaleja tasaisin väliajoin autonomisen hermoston säätelemänä. Ak-
tiopotentiaalin saavuttua sydänlihassoluun sen solukalvo depolarisoituu ja depolarisaa-
tioaalto leviää myös T-putkiin. Solukalvon depolarisaatio avaa L-tyypin kalsiumkanavat.  
Solun ulkopuolinen kalsium kulkeutuu solun sisään kanavan kautta ja nostaa sytoplas-
man kalsiumkonsentraatiota. Koska T-putket työntyvät lähelle sarkoplasmista kalvostoa, 
L-tyypin kalsiumkanavat ovat fyysisesti lähellä sarkoplasmisella kalvostolla sijaitsevia 
RyR2-kanavia. Kalsiumkonsentraation nousu sytoplasmassa avaa RyR2-kanavat sar-
koplasmisella kalvostossa. L-tyypin kalsiumkanavien ja RyR2-kanavien läheisyyden 
vuoksi jo vähäinenkin sytoplasman kalsiumkonsentraation nousu saa RyR2-kanavat au-
keamaan. Sytoplasman kalsiumionit sitoutuvat troponiini C:hen, mikä saa aikaan myo-
siini-aktiini interaktion ja supistumisreaktion. Supistumisen päättyessä Serca2-proteiinit 
pumppaavat kalsiumioneja takaisin sarkoplasmisen kalvoston sisään tai kalsiumia siirtyy 
solun ulkopuolelle NCX-proteiinin välityksellä natriumgradienttia apuna käyttäen. Pieni 
määrä kalsiumia voidaan siirtää myös mitokondrioon. (Eisner ym. 2017). 
1.2.1 L-tyypin kalsiumkanava (Cacna1c) 
L-tyypin kalsiumkanava on jänniteherkkä kalsiumkanava, joka aukeaa aktiopotentiaalin 
aiheuttaman solukalvon jännitteen muutoksen seurauksena ja pysyy pitkään auki. Solu-
kalvon jännitteen muutos saa aikaan L-tyypin kalsiumkanavan konformaation muutok-
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sen, jolloin kanava aukeaa ja solun ulkopuolella oleva kalsium pääsee kulkemaan kana-
van lävitse solun sisään. L-tyypin kalsiumkanavat sijaitsevat lähinnä T-putkistoissa, jotka 
työntyvät lähelle sarkoplasmista kalvostoa. Kanavat ovat polypeptidikomplekseja, jotka 
muodostuvat kolmesta alayksiköistä α1c, α2δ ja β. Näistä α1c (Cacna1c) on itse kanavan 
muodostava transmembraani osa. Se koostuu neljästä homologisesta alueesta, joista 
jokainen muodostuu kuudesta kalvon läpäisevästä α-heliksistä (kuva 4). Kalvojännitteen 
muutos positiivisemmaksi saa heliksit muuttamaan konformaatiotaan, jolloin kanava au-
keaa. Sen lisäksi, että α1c-alayksikkö muodostaa varsinaisen kalvon läpäisevän kana-
van, siinä on myös sitoutumiskohdat kanavaa sääteleville molekyyleille. Kanavan β-
alayksikkö sijaitsee sytoplasman puolella, ja α2δ-alayksikössä δ on solukalvon läpäisevä 
osa, joka on sitoutunut solun ulkopuolella olevaan α2-osaan disulfidisidoksella. Molem-
mat alayksiköt ovat tiukasti, mutta eivät kovalenttisesti, sitoutuneena α1c-alayksikköön. 
Niiden tehtävänä on säädellä α1c-alayksikön biofysikaalisia ominaisuuksia sekä sen kul-
jettamista ja ankkurointia solukalvolle. (Bodi ym. 2005). 
  
Kuva 4. L-tyypin kalsiumkanavan rakenne (Locatelli ym. 2014). 
Yksi L-tyypin kalsiumkanavien merkittävistä säätelijöistä on kalsiumriippuvainen kalmo-
duliini (Bodi ym. 2005). Se osallistuu sekä kanavan inhibitioon että sen aktivaatioon. Kal-
moduliini on kalsiumia sitova proteiini, jossa on neljä kalsiumionin sitoutumiskohtaa. Le-
potilassa, kun kalsiumia ei ole läsnä, kalmoduliini on sitoutuneena L-tyypin kalsiumkana-
van α1c-alayksikön C-terminaaliseen häntään. Kun kanava avautuu, sen läpi kulkevat 
kalsiumionit sitoutuvat kalmoduliiniin. Ensin kanava pysyy auki, mutta solunsisäisen kal-
siumkonsentraation noustessa kanavaan sitoutuneen kalsium-kalmoduliini-kompleksin 
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konformaatio muuttuu niin, että se muuttaa myös kanavan konformaatiota, jolloin kal-
siumia ei enää pääse kanavan läpi (Bodi ym. 2005; Halling ym. 2005). Kalmoduliini voi 
myös sitoutua Ca2+/kalmoduliini-riippuvaiseen kinaasiin II (CaMKII). Sitoutuminen saa 
aikaan kinaasin aktivaation. Aktivoitunut kinaasi fosforyloi L-tyypin kalsiumkanavan, 
mikä puolestaan edistää kanavan aukeamista (Bodi ym. 2005; Hudmon ym. 2005).  
1.2.2 Ryanodiinireseptori 2 (RyR2) 
Solun ulkopuolelta tuleva kalsium ei kuitenkaan yksinään riitä saamaan aikaan supistu-
misreaktiota, vaan lisää kalsiumia vapautetaan sarkoplasmisen kalvoston kalsiumvaras-
tosta ryanodiinireseptorien (RyR2) välityksellä. RyR2 on suuri proteiini, joka sijaitsee sy-
dänlihassolun sarkoplasmisella kalvostolla. Se on ligandiriippuvainen kanava, joka au-
keaa kalsiumionien sitoutuessa siihen. L-tyypin kalsiumkanavien aukeamisen seurauk-
sena kalsiumkonsentraatio nousee sytoplasmassa, mikä laukaisee RyR2-kanavien au-
keamisen sarkoplasmisella kalvostolla. Tätä kutsutaan kalsiumin indusoimaksi kalsiumin 
vapautumiseksi (engl. calcium-induced calcium release, CICR). L-tyypin kalsiumka-
navien sijainti lähellä sarkoplasmista kalvostoa olevissa T-putkissa helpottaa solun ulko-
puolelta tulevien kalsiumionien sitoutumista RyR2-kanaviin. Lisäksi RyR2-kanavat ovat 
yleensä pakkautuneet tiheästi vierekkäin tiettyihin kohtiin kalvolla. Kunkin L-tyypin kal-
siumkanavan aukeaminen laukaisee useamman RyR2-kanavan aukeamisen saaden ai-
kaan kalsiumin virtauksen ulos sarkoplasmisesta kalvostosta, mikä puolestaan aktivoi 
viereisiä RyR2-kanavia vielä lisää. (Lanner ym. 2010).   
 
RyR2 on muodostunut neljästä RyR2-polypeptidistä sekä neljästä niihin sitoutuneesta 
FKBP12-säätelyproteiinista, jotka stabiloivat proteiinin rakennetta. Kun proteiinikinaasi A 
(PKA) fosforyloi RyR2-proteiinin, FKBP12-proteiinit irtoavat (kuva 5). Tämä heikentää 
RyR2-kanavan stabiilisuutta ja lisää kanavan herkkyyttä kalsiumille, ja siten lisää kana-
van avautumisherkkyyttä (Marx ym. 2000; Zhao ym. 2017). Aktiivisen PKA:n määrä li-
sääntyy esimerkiksi sympaattisen hermoston aktivaation seurauksena, sillä sympaatti-
nen hermosto lisää sydämen β-adrenergisten reseptorien aktiivisuutta, ja reseptorien ak-
tiivisuuden seurauksena syklisen AMP:n määrä lisääntyy. Syklinen AMP aktivoi PKA:n 
sitoutumalla siihen (Wehrens ym. 2003). RyR2:n hyperfosforyloituminen voi johtaa ka-
navan vuotoon jatkuvan kalsiumherkkyyden takia. Koska sympaattinen hermosto aktivoi 
RyR2-proteiinia fosforyloivaa PKA:ta, pitkään jatkuva elimistön stressitila voi saada ai-
kaan RyR2-kanavan vuotoa, ja siten heikentää sydämen supistuvuutta (Marx ym. 2000).  
Lisäksi fosforiryhmiä poistavien PP1- ja PP2a-fosfataasien määrän on havaittu vähene-
vän sydämen vajaatoiminnan yhteydessä (Marx ym. 2000). Tämä voi myös edesauttaa 





Kuva 5. RyR2-kanavan vakautta säätelevät proteiinit. Sympaattisen aktivaation seurauksena 
RyR2-kanavaa fosforyloiva proteiinikinaasi A (PKA) aktivoituu ja kiinnittyy RyR2-kanavaan ank-
kurointiproteiini mAKAP:n välityksellä. Stabiloivat FKBP12-proteiinit irtoavat fosforyloituneesta 
RyR2-kanavasta, jolloin kanava muuttuu epävakaammaksi ja aukeaa herkemmin. Fosfataasit 
PP1 ja PP2a puolestaan poistavat kanavan fosforylointia ja vakauttavat kanavan toimintaa. Kuva 
otettu ja muokattu artikkelista Marx ym. (2000). AC = adenylyylisyklaasi, β1AR ja β2AR = β1- ja 
β2 -adrenergiset reseptorit, cAMP = syklinen AMP, G prot = heterotrimerinen G proteiini, 
FKBP12.6 = FK506:a sitova proteiini 12.6, mAKAP = lihaspesifinen A kinaasi ankkurointiproteiini, 
PLB = fosfolambaani, PP1 = fosfataasi 1, PP2a = fosfataasi 2a, Serca = Sarkoplasmisen kalvos-
ton Ca2+-ATPaasi, SR = sarkoplasminen kalvosto 
 
Ca2+/kalmoduliini-riippuvainen proteiinikinaasi II (CaMKII) PKA:n tavoin fosforyloi RyR2-
kanavia, muuttaa niiden konformaatiota ja heikentää niiden stabiilisuutta, ja voi siten olla 
osallisena RyR2-kanavan vuotoon (Uchinoumi ym. 2016). Aktiivisen CaMKII:n on ha-
vaittu mm. lisääntyvän diabeteksen yhteydessä (Ai ym. 2005). Myös kalmoduliini yksi-
nään osallistuu RyR2-kanavan säätelyyn. Sen sitoutuminen kanavaan vaikuttaa päin-
vastoin kuin kanavan fosforylointi: se vähentää kanavan kalsiumherkkyyttä eli se muut-
taa kanavan aktivaatiokynnystä niin, että kanavan aktivoituminen vaatii korkeamman kal-
siumkonsentraation sytoplasmassa (Balshaw ym. 2001; Yamaguchi ym. 2003).  
1.2.3 Sarkoendoplasmisen kalvoston Ca2+-ATPaasi (Serca2) 
Supistumisreaktiossa kalsiumionit sitoutuvat troponiini-C:hen, mikä muuttaa troponiini-
tropomyosiinikompleksin rakennetta ja laukaisee myosiinin ja aktiinin interaktion, mikä 
saa aikaan lihaksen supistumisen. Relaksaatiovaiheessa kalsiumionit irtoavat troponii-
nista, ja kalsiumia poistetaan sytoplasmasta, jotta kalsiumkonsentraatiot palaavat alku-
peräiseen tilaan ja supistumisreaktio voi tapahtua uudelleen. Sarkoplasmisen kalvoston 
Ca2+-ATPaasi (Serca2) käyttää ATP:n hydrolyysistä saatavaa energiaa kalsiumin siirtä-
miseen takaisin sarkoplasmisen kalvoston luumeniin varastoon (Pereira ym. 2014). 
Serca2-proteiini on ATP-riippuvainen kanava, joka on muodostunut yhdestä transmem-
braanisesta domeenista ja kolmesta sytoplasman puoleisesta domeenista: N-, P- ja A-
domeenista (kuva 6). N-domeeni sitoo ATP:n, joka hydrolysoituu ja fosforyloi P-alueella 
olevan asparagiinihappotähteen. Transmembraanisessa osassa on sitoutumiskohdat 
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kahdelle kalsiumionille. ATP:n hydrolyysi ja sen seurauksena tapahtuva asparagiinihap-
potähteen fosforylaatio saavat aikaan kanavan konformaation muutoksen. A-domeeni 
avustaa konformaation muutoksessa. Serca2:n konformaatio vaihtelee E1- ja E2-konfro-
maation välillä. E1-konformaatiossa kalsiumin sitoutumiskohdat ovat sytoplasmaan päin. 
ATP:n hydrolyysi muuttaa konformaation E2-konformaatioon, jolloin kalsiumin sitoutu-
miskohdat ovat sarkoplasmisen kalvoston luumenia kohti ja kalsiumionit irtoavat. Tämä 
jälkeen asparagiinihappotähde defosforyloituu, mikä saa kanavan palaamaan E1-kon-





















Kuva 6. Serca2-proteiinin rakenne. (Das ym. 2017). 
 
Serca2-proteiinin aktiivisuutta säätelee proteiini nimeltään fosfolambaani. Kun sytoplas-
man kalsiumkonsentraatio on matala, fosfolambaani inhiboi Serca2-proteiinin aktiivi-
suutta vähentämällä kalsiumin affiniteettia siihen. Fosfolambaani on aktiivinen, kun se ei 
ole fosforyloitu. Sympaattinen hermosto aktivoi β-adrenergisen stimulaation kautta 
PKA:n. Kun PKA fosforyloi fosfolambaanin, sen aktiivisuus vähenee, jolloin kalsiumin 
affiniteetti Serca2-proteiiniin lisääntyy ja Serca2:n aktiivisuus lisääntyy. (Frank & Kranias 
2000).  
 
Myös kalsekvesteriini osallistuu välillisesti kalsiumin palauttamiseen sarkoplasmiseen 
kalvostoon. Kalsium sitoutuu kalsekvestriiniin sarkoplasmisen kalvoston sisällä, mikä vä-
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hentää vapaan kalsiumin konsentraatiota sarkoplasmisessa kalvostossa. Täten se hel-
pottaa Serca2:n toimintaa, koska kalsiumin konsentraatiogradientti sytoplasman ja sar-
koplasmisen kalvoston välillä ei ole niin suuri (Faggioni & Knollmann 2012).   
1.2.4 Natrium—kalsiumvaihtaja (NCX) 
Natrium—kalsiumvaihtaja (NCX) osallistuu Serca2:n lisäksi kalsiumin poistamiseen sy-
toplasmasta diastolen aikana. NCX on solukalvolla oleva proteiini, joka on muodostunut 
yhdeksästä solukalvon läpäisevästä heliksistä. Lisäksi sytoplasman puolella on kal-
siumioneja sitova silmukka, joka toimii säätelyalueena. Kalsiumionien sitoutuminen alu-
eeseen aktivoi NCX-kanavan toimintaa. Aktivoitumisen ajatellaan johtuvan kalsiumin si-
toutumisen seurauksena tapahtuvasta konfromaation muutoksesta, mutta aktivointime-
kanismia ei tunneta vielä täysin. (Ottolia ym. 2009).  
 
Solukalvon läpäisevissä helikseissä on α-toistojaksoiksi kutsut alueet, joissa on neljä io-
nien sitoutumiskohtaa; yksi kalsiumionille ja kolme natriumioneille. NCX käyttää solun 
natriumgradienttia kalsiumin poistamiseen. Se siirtää kolme natriumionia solun sisään 
niiden elektrokemiallisen gradientin mukaisesti, ja käyttää tästä saatavaa energiaa yh-
den kalsiumionin siirtämiseen ulos solusta gradienttiaan vastaan (kuva 7). Natriumgra-
dienttia ylläpitää Na+—K+-ATPaasi, joka vaihtaa kolme natriumionia kahteen kaliumio-
niin. Na+—K+-ATPaasi pyrkii palauttamaan ionien konsentraatiot solun lepotasolle, eli se 
pumppaa natriumia ulos ja kaliumia sisään. NCX:n affiniteetti kalsiumille on matala, 
mutta sillä on suuri kapasiteetti eli se pystyy poistamaan kalsiumia hyvin nopeasti. Sy-
toplasman korkea natriumkonsentraatio inaktivoi NCX:n toimintaa. Siten esimerkiksi 
Na+—K+-ATPaasin viallinen toiminta vaikuttaa haitallisesti NCX:n aktiivisuuteen ja sitä 
kautta vähentää sydämen supistuvuutta. (Shattock ym. 2015).  
 
 
Kuva 7. Natrium-kalsiumvaihtajan toiminta. Kolme natriumionia siirtyy solun sisään niiden elektro-





1.3. Diabeteksen vaikutus sydämen toimintaan 
Diabetes on sairaus, johon liittyy vähentynyt insuliinituotanto haiman Langerhansin saa-
rekkeiden β-soluista, tai insuliinin vaikutuksen heikentyminen kohdekudoksissa. Insulii-
nia tarvitaan glukoosin kuljettamiseen lihas-, maksa- ja rasvasoluihin; se aktivoi glukoo-
sia soluun kuljettavien kuljetusproteiinien translokaatiota solukalvolle (Kharroubi & Dar-
wish 2015). Insuliinin tuotanto- tai toimintahäiriön seurauksena veren glukoosipitoisuus 
kohoaa. Pitkään jatkuessaan veren korkea glukoosipitoisuus johtaa lopulta sydämen ra-
kenteellisiin ja toiminnallisiin muutoksiin, kuten esimerkiksi proteiinien glykosylaatioon 
(Lazniewska & Weiss 2017; Wang ym. 2010). Tyypin 1 diabetes johtuu siitä, että autoim-
muunisolut tuhoavat suurimman osan haiman β-soluista, jolloin insuliinia ei juuri muo-
dostu. Tyypin 2 diabeteksessa puolestaan kudosten insuliinivaste on heikentynyt. Tällöin 
haiman Langerhansin saarekkeiden β-solut eivät kykene tuottamaan tarpeeksi insuliinia 
normaalin verensokerin ylläpitoon (Kharroubi & Darwish 2015).  
 
Diabetes voidaan kokeellisesti aiheuttaa streptotsosiinilla. Se on haiman Langerhansin 
saarekkeiden β-soluja tuhoava toksiini, jonka seurauksena insuliinituotanto heikkenee ja 
paastoverensokeri-, triglyseridi- ja kolesterolitasot nousevat (Grüssner ym. 1993; Larsen 
ym. 2002). Streptotsosiinilla aiheutettu diabetes voi saada aikaan diabetekseen liittyvän 
sydänlihassairauden. Siinä kroonisesti kohonnut verensokeri aiheuttaa signalointireittien 
ja aineenvaihdunnan muutoksia, jotka puolestaan johtavat sydänlihassolujen vaurioihin 
(Severson 2004).  
 
Monet tutkimukset ovat osoittaneet, että RyR2- ja Serca2-proteiinien määrä ja mRNA-
ekspressio sekä myös Serca2:n aktiivisuus vähenevät diabetesta sairastavien rottien ja 
hiirien vasemman kammion sydänlihassoluissa (Bai ym. 2012; Choi ym. 2002; Teshima 
ym. 2000; Wang ym. 2010). Myös aktiivisen fosfolambaaniin eli Serca2-inhibiittorin 
määrä on usein lisääntynyt diabeteksen yhteydessä (Bai ym. 2012; Choi ym. 2002; Kim 
ym. 2001). Insuliinihoidon on puolestaan näytetty palauttavan RyR:n ja Serca2:n mRNA-
ekspression normaalille tasolle (Le Douairon Lahaye ym. 2012; Teshima ym. 2000). Li-
säksi on myös havaittu, että diabeteseläinmalleilla RyR2-kanavat vuotavat ja päästävät 
kalsiumia ulos sarkoplasmisesta kalvostosta diastolenkin aikana, mikä heikentää supis-
tumiskykyä ja on osallisena muun muassa rytmihäiriöiden syntyyn (Shao ym. 2007; Weh-




Diabetekseen liittyvistä L-tyypin kalsiumkanavien toiminnan muutoksista on vaihtelevia 
tuloksia. Jotkut tutkimukset ovat havainneet L-tyypin kalsiumkanavien määrän vähene-
vän diabetesta sairastavien hiirien vasemmassa kammiossa (Lu ym. 2007), mutta toi-
saalta useat tutkimukset eivät ole onnistuneet havaitsemaan muutoksia L-tyypin kal-
siumkanavien toiminnassa tai määrissä (Choi ym. 2002; Shao ym. 2007; Teshima ym. 
2000). Myös NCX-proteiinin aktiivisuuden ja määrän on osoitettu vähenevän diabetek-
sen yhteydessä hiirillä ja rotilla (Choi ym. 2002; Hattori ym. 2000; Sheikh ym. 2012), 
mutta toisaalta osassa tutkimuksista ei ole havaittu NCX:n ekspression muutoksia 
(Teshima ym. 2000). Kuitenkin kaikki aiempi tutkimus diabeteksen vaikutuksesta sydä-
men kalsiumkanaviin on tehty jyrsijöillä eikä fysiologisesti ja anatomisesti lähempänä ih-
mistä olevilla suuremmilla nisäkkäillä, kuten sialla.  
 
Diabetes näyttäisi aiheuttavan siis häiriötä erityisesti sarkoplasmisen kalvoston kyvyssä 
varastoida sekä vapauttaa kalsiumia. Tämä on sydämen toiminnan kannalta tärkeää, 
sillä sarkoplasmisen kalvoston kalsium on mahdollisesti supistumisen kannalta merkittä-
vämpää kuin solun ulkopuolelta tuleva kalsium. Vähentynyt RyR2-aktiivisuus vähentää 
sytoplasman kalsiumkonsentraatiota supistumisen aikana, jolloin kalsiumin sitoutuminen 
troponiiniin vähenee ja systolevaihe heikkenee. Serca2-aktivaation väheneminen puo-
lestaan hidastaa sytoplasman kalsiumkonsentraation palautumista normaalille tasolle, ja 
siten estää sydämen relaksaatiota ja uudelleensupistumista. (Belke & Dillmann 2004).  
 
Diabeteksella on havaittu olevan erilaisia vaikutuksia eri sydämen alueilla. Diabetesrottia 
tutkineet Smail ym. (2016) havaitsivat, että endokardiumissa diastolen kalsiuminkon-
sentraation puoliintumisaika oli pidempi diabetesrotilla verrattuna kontrollirottiin, mutta 
epikardiumissa tällaista eroa ei ollut. Tämä saattaa tarkoittaa sitä, että endokardiumissa 
kalsiumin poisto sytoplasmasta on heikentynyt diabeteksen yhteydessä, eli Serca2- ja 
NCX-proteiinien määrä tai aktiivisuus on vähentynyt.  
1.4. Liikuntaharjoittelun vaikutus sydämen toimintaan 
Liikunnalla on useita positiivisia vaikutuksia sekä terveen että viallisesti toimivan sydä-
men toimintaan: korkean intensiteetin aerobisen intervalliharjoittelun on havaittu muun 
muassa parantavan sydämen vasemman kammion iskutilavuutta ja ejektiofraktiota niin 
terveillä kuin sydäninfarktin jälkeen tai sepelvaltimotaudin yhteydessä (Kemi & Wisloff 
2010). Rotilla sydäninfarktin jälkeinen aerobinen intervalliharjoittelu paransi vasemman 
kammion sydämen supistuvuutta ja vähensi hypertrofiaa eli sydämen liikakasvua 
(Wisløff ym. 2002). Lisäksi Serca2- ja NCX-proteiinien määrien on näytetty lisääntyvän 
liikunnan yhteydessä (Mou ym. 2009; Wisløff ym. 2002). Toisaalta korkean intensiteetin 
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intervalliharjoittelun on havaittu vähentävän rotilla sekä Serca2:n että aktiivisen fosfolam-
baaniin määrää vasemmassa kammiossa infarktin jälkeen, siitä huolimatta, että kuiten-
kin kalsiumin poisto samalla sytoplasmasta tehostuu (Zhang ym. 2000). Tämä viittaa 
siihen, että kalsiumin poiston parantuminen sydänlihassoluissa ei liity Serca2:n määrän 
lisääntymiseen, vaan sen inhibiittorin määrän vähenemiseen.  
 
Liikunnan vaikutusta oikeaan kammioon on tutkittu vähemmän. Keuhkovaltimo-ah-
taumaa sairastavilla rotilla liikunnan on näytetty vähentävän useita haitallisia rakenteel-
lisia ja toiminnallisia muutoksia oikeassa kammiossa. Se esimerkiksi lisäsi Serca2- ja 
RyR2-proteiinien määriä, muttei L-tyypin kalsiumkanavien tai NCX:n määriä de Melo ym. 
(2016) tutkimuksessa. Kuitenkin verrattuna terveisiin kontrollieläimiin keuhkovaltimo-ah-
taumaa sairastavilla liikkumattomilla rotilla RyR2- ja Serca2-proteiinin määrät vähenivät, 
mutta L-tyypin kalsiumkanavien ja NCX:n määrät lisääntyivät (de Melo ym. 2016). Tämä 
voi viitata siihen, että kun sarkoplasmisen kalvoston kalsiumkanavien toiminta sairauden 
seurauksena heikkenee, solukalvon kalsiumkanavien toiminta alkaa kompensoida sar-
koplasmisen kalvoston heikentynyttä toimintaa. De Melon ja kumppaneiden tutkimuk-
sessa (2016) ei kuitenkaan tutkittu lainkaan terveitä liikuntaa harrastaneita eläimiä, joten 
tutkimus näyttää vain, miten liikunta vaikutti sairaisiin eläimiin. 
 
Rolim ym. (2015) ja Stølen ym. (2009) ovat tutkineet liikunnan vaikutuksia diabetesta 
sairastavilla hiirillä. Heidän tulostensa mukaan Serca2-aktiivisuus vähenee tyypin 2 dia-
betesta sairastavien hiirien vasemmassa kammiossa, ja NCX:n aktiivisuus lisääntyy. Li-
säksi he osoittivat, että sarkoplasmisen kalvoston RyR2-kanavien vuoto lisääntyi vasem-
massa kammiossa diabetesta sairastavilla hiirillä. Liikuntaharjoittelu puolestaan lisäsi 
Serca2- ja NCX-proteiinien aktiivisuutta diabeteshiirillä (Stolen ym. 2009) ja vähensi 
RyR2-kanavien vuotoa ja lisäksi fosfolambaanin eli Serca2-inhibiittorin aktiivisuus väheni 
(Rolim ym. 2015). Insuliinihoidon ja aerobisen liikunnan yhteisvaikutuksen tutkimuk-
sessa puolestaan havaittiin, että vaikka molemmat erikseenkin lisäsivät tyypin 1 diabe-
tesrottien NCX-, RyR2- ja Serca2-proteiinien määriä, niiden yhteisvaikutus proteiinien 
määriin oli vielä huomattavasti vahvempi (Le Douairon Lahaye ym. 2012). 
 
Muutamat tutkimukset ovat antaneet myös eriäviä tuloksia. Eräs tutkimus havaitsi, että 
vaikka diabetes vähensi Serca2-proteiinin määrää ja fosfolambaanin fosforylaatiotasoa 
tyypin 1 diabetesta sairastavien rottien vasemmassa kammiossa, korkean intensiteetin 
liikuntaharjoittelu ei palauttanut kummankaan määrää normaalille tasolle (Novoa ym. 
2017). Lisäksi Shao ym. (2009) havaitsivat, ettei tyypin 1 diabetes vaikuttanut Serca2-
proteiinin määriin rottien vasemmassa kammiossa, ja että liikunta lisäsi proteiinin mää-
rää ainoastaan terveillä kontrolleilla. Samassa tutkimuksessa kuitenkin havaittiin, että 
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RyR2:n kalsiumherkkyys lisääntyy diabetesta sairastavilla rotilla ja liikunta kumoaa tä-
män vaikutuksen, vaikka RyR2-kokonaismäärissä ei ollut eroja ryhmien välillä. Myös 
kaikki aiemmat tutkimukset liikunnan vaikutuksesta sydämen kalsiumkanaviin on tehty 
jyrsijöillä. 
 
Vasemman kammion epikardiumin ja endokardiumin vertailussa Mou ym. (2009) havait-
sivat, että sydäninfarkti heikensi rotilla erityisesti endokardiumin supistumisen voimak-
kuutta ja nopeutta, ja kestävyysharjoittelu palautti supistumiskyvyn normaaliksi. Endo-
kardiumin lihassolujen suurempi supistuvuus saattaa osaksi johtua erilaisesta kalsiumin-
käsittelystä kammioiden eri alueiden välillä, mutta toisaalta Kondo ym. (2006) eivät ha-
vainneet eroja hiiren sydämen kalsiumkanavien mRNA-ekspressioissa oikean kammion, 
vasemman kammion epikardiumin ja vasemman kammion endokardiumin välillä. He kui-
tenkin havaitsivat, että kalsiumkonsentraatiohuippu oli suurin vasemman kammion en-
dokardiumissa, ja lisäksi kaliumin ulosvirtaus oli hitainta endokardiumissa ja siten myös 
repolarisaatio hitaampaa kuin muilla alueilla. Aktiopotentiaalin pidempi kesto endokar-
diumissa voi selittää, miksi kalsiumkonsentraatiohuippu on endokardiumissa suurempi 
kuin muissa, vaikka kalsiumkanavien määrissä ei ollut eroja.  
1.5. Tutkimuksen tarkoitus 
Tämän tutkimuksen tarkoituksen oli tutkia liikunnan vaikutuksia sekä terveiden että dia-
betesta sairastavien minisikojen sydänten oikean ja vasemman kammion kalsiumka-
navien määriin. Hypoteesina oli, että diabetes vähentää kalsiumkanavien määriä, ja lii-
kunta kumoaa näitä vaikutuksia. Aikaisempi tutkimus liikunnan ja diabeteksen yhteisvai-
kutuksesta sydämen kalsiumkanaviin on vähäistä, ja lisäksi se on keskittynyt rotan tai 
hiiren sydämen toimintaan. Sian sydän on fysiologisesti ja anatomisesti lähempänä ih-
mistä kuin hiiren tai rotan, joten tutkimus sioilla voi antaa lisätietoa siitä, millainen vaiku-
tus liikunnalla voi olla diabetesta sairastavien ihmisten sydämiin (Swindle ym. 2012). Li-
säksi tutkimus diabeteksen tai liikunnan vaikutuksesta sydämen toimintaan on keskitty-
nyt sydämen vasempaan kammioon. Oikea ja vasen kammio kuitenkin eroavat toisistaan 
rakenteeltaan ja toiminnaltaan, joten on mahdollista, että oikean ja vasemman kammion 









2. Aineisto ja menetelmät 
Tässä työssä mitattiin Western blot -menetelmällä L-tyypin kalsiumkanavien (calcium 
voltage-gated channel subunit alpha1 C, CACNA1C), ryanodiinireseptori 2:n (RyR2), 
sarko-endoplasmakalvoston Ca2+-ATPaasi 2:n (Serca2) ja natrium-kalsiumvaihtajan 
(NCX) suhteellisia määriä Göttingenin minisikojen (Sus scrofa demosticus) oikeasta ja 
vasemmasta kammiosta. Tarkoituksena oli selvittää, miten diabetes ja liikuntaharjoittelu 
yhdessä ja erikseen vaikuttavat kalsiumkanavien suhteellisiin määriin.  
 
Näytteet olivat peräisin Rotterdamin Erasmus Medical Centeristä, missä koe-eläintoimi-
kunnan hyväksymät eläinkokeet minisioilla suoritettiin. Eläinkokeet tehtiin noudattaen 
ohjeita, jotka perustuvat Yhdysvaltain terveysviraston oppaaseen Guide for the Care and 
Use of Laboratory Animals (8. painos, National Research Council Washington, DC: The 
National Academies Press, 2011). Jäädytetyt oikean ja vasemman kammion sydänlihas-
kudosnäytteet kuljetettiin Turun Yliopistoon, jossa proteiinimääritykset suoritettiin. 
2.1. Koe-eläimet ja ruokavaliot  
Tutkimuksessa käytettiin 36:ta aikuista Göttingenin urosminisikaa (Ellegaard, Tanska). 
Osalle (n=20) eläimistä aiheutettiin diabetes injektoimalla streptotsosiinia (Pharmacia 
and Upjohn, Kalamazoo, Michigan, Yhdysvallat) suonensisäisesti korvakatetrin kautta 
kolmen päivän ajan (25 mg/kg/päivä, kokonaisannos 75 mg/kg). Tavoitteena oli tuhota 
70-80 % insuliinia erittävistä haima β-soluista. Eläinten veren glukoosipitoisuuksia seu-
rattiin päivittäin, ja tarvittaessa niille annettiin insuliinia. Insuliinihoidoista huolimatta kaksi 
koe-eläintä menehtyi 2-3 viikon kuluessa diabeteksen aiheuttamisesta. Viikko sen jäl-
keen, kun osalle eläimistä oli aiheutettu diabetes, diabetesta sairastavien eläinten ruo-
kavalio muutettiin vähitellen runsasrasvaiseksi ruokavalioksi diabeettisen vaikutuksen 
vahvistamiseksi. Runsasrasvainen ruokavalio sisälsi 25 % tyydyttyneitä rasvoja ja 1 % 
kolesterolia. Kontrollieläimet jatkoivat tavallisella kasvaville sioille tarkoitetulla ravinnolla 















Taulukko 1. Kontrollisikojen ruokavalio ja diabeetikkosikojen runsasrasvainen ruokavalio (g/kg).  





















































Minisiat elivät Rotterdamin Erasmus Medical Centerissä koe-eläinkeskuksessa 9 sian 
ryhmissä. Ruokaa oli tarjolla ad libitum kahdesti päivässä, tunnin kerrallaan koko viisi 
kuukautta kestävän tutkimusjakson ajan. Laskimoverinäytteet otettiin paastonneilta eläi-
miltä kolmena eri ajankohtana: lähtötilanteessa sekä 3 kuukautta ja 5 kuukautta diabe-
teksen aiheuttamisen jälkeen. Verinäytteistä analysoitiin plasman glukoosi-, triglyseridi- 
ja kokonaiskolesteroliarvot standardoidulla protokollalla Erasmus Medical Centerin klii-
nisessä kemian laboratoriossa.  
2.2. Kuntotesti ja liikuntaharjoittelu 
Tämän työn tarkoituksena oli selvittää, miten liikuntaharjoittelu vaikuttaa terveiden ja dia-
betesta sairastavien eläinten kalsiumkanavamääriin. Ennen liikuntaharjoitteluohjelman 
alkua eläimille tehtiin asteittain kiihtyvä kestävyyskuntotesti juoksumatolla. Testi alkoi 
juoksunopeudella 1,5 km/h, ja viiden minuutin välein nopeutta lisättiin 0,5 km/h uupu-
mukseen asti. Juoksuaika kuvasti eläimen maksimaalista aerobista kestävyyskapasi-
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teettia ja sitä käytettiin harjoitteluohjelman intensiteettien määrittämiseen (jokaisella eläi-
mellä oli yksilöllinen harjoitusohjelma). Liikuntaharjoitteluohjelma aloitettiin puolelle run-
sasrasvaista ravintoa syöneistä ja puolelle normaalia ravintoa syöneistä eläimistä kolme 
kuukautta ruokavalion aloittamisen jälkeen. Eläimet valittiin satunnaisesti juoksumatolla 
tehtävään liikuntaharjoitteluohjelmaan. 
 
Minisiat jaettiin tutkimuksessa neljään ryhmään:  
1) ei diabetesta, ei liikuntaharjoittelua (n=8). 
2) ei diabetesta, liikuntaharjoittelu (n=8). 
3) diabetes, ei liikuntaharjoittelua (n=9). 
4) diabetes, liikuntaharjoittelu (n=9).  
 
Liikuntaharjoitteluohjelman jokainen harjoituskerta aloitettiin helpolla tasolla, ja harjoituk-
sen intensiteettiä kasvatettiin asteittain kunkin eläimen kehityksen ja kapasiteetin mu-
kaan.  
 
Liikuntaharjoittelu koostui kahdeksan viikon jaksosta. Joka viikko eläimillä oli kolme eri 
harjoituskertaa: 
 
1. Pitkäkestoinen (90 minuuttia) matalan intensiteetin (55-65 % maksimaalisesta nopeu-
desta) harjoitus, 
2. keskipitkä (60 minuuttia) harjoitus, jossa nopeus vaihteli kohtalaisesta suureen (65-
85%), 
3. ja intervalliharjoitus, joka koostui viidestä 5 minuutin suuren nopeuden juoksupätkästä 
(85%-100%), joiden välissä oli 3 minuutin palautusjaksot. 
 
Vuorokausi viimeisen harjoituskerran jälkeen eläimille tehtiin rintakehän avausleikkaus 
(thoracotomy). Eläinten rauhoitukseen ja tutkimiseen käytetyt aineet olivat Zoletil (tileta-
miini ja tsolatsepaami, 5 mg/kg), Rompun (ksylatsiini, 2,25 mg/kg) ja atropiini (2 ml, li-
haksen sisäinen). Eläimet nukutettiin pentobarbitaalinatriumilla (20 mg/kg/h, suonen-
sisäisesti), ja hengitystä ylläpidettiin keinotekoisesti 6-9 tunnin ajan, minkä aikana tehtiin 
mittauksia ja kerättiin näytteet toiminnallisia mittauksia varten. Tämän jälkeen eläimet 
lopetettiin, ja niiden sydämet pysäytettiin ja operoitiin irti välittömästi. Sydämet pestiin 
suolaliuoksessa ylimääräisen veren poistamiseksi ja preparoitiin paloiksi: vasemman 
kammion myokardium jaettiin keskeltä kahtia endo- ja epikardiumiksi, kun taas oikean 
kammion myokardiumia ei jaettu, vaan pala myokardiumista jäädytettiin kokonaisena. 




2.3. Proteiinimäärien määritys Western blot –menetelmällä 
Tässä tutkimuksessa määritettiin Cacna1c-, RyR2-, Serca2- ja NCX-proteiinien määrät 
koe-eläinten sydämen oikeassa kammiossa ja vasemman kammion endo- ja epikar-
diumissa. Kuten sanottu, tutkimuksen tarkoituksena oli vertailla proteiinimääriä terveiden 
ja diabetesta sairastavien minisikojen välillä sekä liikuntaa harrastaneiden minisikojen ja 
kontrollisikojen välillä. Proteiinimäärien mittaamiseen käytettiin Western blot -menetel-
mää, jolla voidaan tunnistaa tutkittava proteiini spesifisellä vasta-aineella. Tässä mene-
telmässä proteiinit erotellaan ensin niiden molekyylipainon mukaan geelielektroforee-
silla, jonka jälkeen ne siirretään nitroselluloosamembraanille. 
 
Jotta vasta-aine ei sitoutuisi epäspesifisesti membraaniin, membraani blokataan yleensä 
rasvattomalla maitojauheella tai naudan seerumin albumiinilla (bovine serum albumin, 
BSA), jotka on liuotettu Tris-puskuriin (tris buffered saline, TBS). Tämän jälkeen mem-
braania inkuboidaan primaarisella vasta-aineella, joka on tutkittavalle proteiinille spesifi-
nen. Sekundaarinen vasta-aine on leimattu esimerkiksi entsyymillä, fluoroforilla tai biotii-
nilla. Sitoutuessaan primaariseen vasta-aineeseen sekundaarinen vasta-aine saa ai-
kaan reaktion, joka tuottaa havaittavan lopputuotteen, yleensä valoa. Valon intensiteetti 
kertoo antigeenin eli proteiinin määrästä membraanilla. Tässä tutkimuksessa ennen var-
sinaisia Western blot -analyysejä näytteet valmisteltiin ja optimoitiin määrittämällä sy-
dännäytteiden kokonaisproteiinimäärät bicinchoninic acid (BCA) -analyysillä. 
2.3.1 Näytteiden valmistelu 
Pakkasessa olleista sydännäytteistä otettiin palaset nestetypessä. Palaset punnittiin ja 
homogenisoitiin kylmässä 62.5 mM Tris-HCl (Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA) 
homogenisointiliuoksessa, jonka pH oli 6.8. Homogenisointiliuos sisälsi proteiini-inhibiit-
toreina leupeptiiniä (1 ug/ml), pepstatiinia (1 ug/ml) ja fenyylimetaanisulfonyylifluoridia 
(PMFS, 1 mM) (Sigma-Aldrich). Homogenisaatio suoritettiin TissueLyser -laitteella 
(Qiagen, Hilden, Germany) kahdesta kolmeen kertaan, minuutti kerrallaan ja frekvens-
sillä 30 ravistusta/s. Homogenisoimatta jääneen kudoksen poistamiseksi näytteet sentri-
fugoitiin Eppendorf Centrifuge-laitteella (5417R, Mississauga, Ontario, Canada) +4 ℃ 
asteessa 5 minuutin ajan nopeudella 5100 g. Supernatanttia ja Laemmli-liuosta (liite 2) 
lisättiin samansuuruiset määrät Eppendorf-putkiin, jonka jälkeen putkia lämmitettiin +70 
⁰C asteisessa lämpöblokissa 7 minuuttia. Osa supernatantista otettiin talteen eri Eppen-
dorf-putkiin kokonaisproteiinikonsentraation mittauksia varten. 
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2.3.2 Kokonaisproteiinikonsentraation määritys BCA-analyysillä 
Optimaalisen proteiinikonsentraation määritys tehtiin ennen Western blot -ajoja. Näyttei-
den kokonaisproteiinikonsentraation määritys tehtiin BCA protein assay -kitillä (Thermo 
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) valmistajan ohjeiden mukaisesti (liite 1). BCA-
proteiinimääritys perustuu siihen, että emäksisessä ympäristössä kupari-ionit ensin si-
toutuvat näytteen proteiineihin, ja tämän jälkeen bikinkoniinihappo reagoi näiden pelkis-
tyneiden kupari-ionien kanssa. Reaktiotuotteessa on violetti väri ja sen absorbanssi voi-
daan mitata ja siten määrittää näytteen proteiinimäärä standardisuoraa käyttäen. 
 
Näytteiden kokonaisproteiinikonsentraation määrittämisen jälkeen näytteet laimennettiin 
Laemmli-liuokseen niin, että Serca2-, Cacna1c- sekä NCX -vasta-aineita varten proteii-
nikonsentraatio oli 20 µg/15 µl ja RyR2-vasta-ainetta varten 30 µg/15 µl. Näytteitä säily-
tettiin -80 ⁰C asteessa Western blot -analyysien suorittamiseen asti. 
2.3.3 Western blot 
Western blot -analyysi tehtiin yhdelle proteiinille yhdestä sydämen osasta kerrallaan. 
Koepäivinä näytteet sulatettiin jäillä ja pipetoitiin (15 µl) satunnaisessa järjestyksessä 
SDS-PAGE geeleille, jotka tehtiin valmistajan ohjeen mukaisesti (TGX Stain-Free™ 
FastCast™ Acrylamide Kit, 12%; BioRad, Hercules, California, USA) (liite 2). Lisäksi jo-
kaiselle geelille pipetoitiin All Blue 10-250 kDa-molekyylimarkkeri (BioRad) sekä kontrol-
linäyte, joka valmistettiin sekoittamalla keskenään satunnaisia vasemman kammion epi-
kardium- ja endokardiumnäytteitä. Serca2-, NCX ja Cacna1c-näytteitä varten proteiineja 
ajettiin elektroforeesilla 35 minuuttia 200 V:n jännitteellä ja RyR2-näytteitä varten 90 mi-
nuuttia 200 V:n jännitteellä. Elektroforeesissa proteiinit eroteltiin niiden koon mukaan 
niin, että pienemmät proteiinit kulkivat positiivista napaa kohti nopeammin kuin suurem-
mat. 
 
Ajon jälkeen geelit kuvattiin ChemiDocTM MP Imaging System -laitteella (BioRad) kunkin 





Kuva 8. Stainfree-kuva vasemman kammion endokardiumista otetuista näytteistä geelillä ajon 
jälkeen.  
 
Kuvaamisen jälkeen jatkokäsittelyihin leikattiin osa geelistä, jossa tutkittava proteiini si-
jaitsi. Proteiinit siirrettiin Whatman Protran Nitrocellulose –membraanille, jonka huokos-
koko oli 0,45 µm (PerkinElmer, Boston, Massachusetts, USA). Siirtoajo kesti 60 minuut-
tia, ja siinä käytettiin 100 V:n jännitettä. Tämän jälkeen membraanit pestiin Tris-puskuri-
liuoksessa (tris buffered saline, TBS) 15 minuutin ajan ja inkuboitiin epäspesifisten paik-
kojen blokkausliuoksessa (TBS + 5% maitojauhe, Sigma-Aldrich) sekoittajassa tunnin 
ajan. Blokkauksen jälkeen TBS-liuos poistettiin huolellisesti ja membraania inkuboitiin 
yön yli +4 ⁰C asteessa TBS + 0,1 % Tween-20 (TBST) + 5% maitojauhe -liuoksessa, 
johon oli sekoitettu primaarista vasta-ainetta kullekin proteiinille aikaisemmin optimaa-
liseksi havaittu määrä (taulukko 2). 
 
Taulukko 2. Primaariset vasta-aineet. 
Primaarinen vasta-
aine 




1:2000 ab91032 Abcam Cambridge, England 
Anti-CACNA1C  1:1000 ab58552 Abcam Cambridge, England 






St. Louis, Missouri, 
USA 
 
Seuraavana päivänä vasta-aineliuos poistettiin ja membraanit pestiin TBST-liuoksella 
viisi kertaa 5 minuutin ajan. Pesuliuos poistettiin huolellisesti ennen sekundaarisen 
vasta-aineen lisäämistä laimenemisen estämiseksi. Membraaneja inkuboitiin valolta 
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suojattuna tunnin ajan TBST + 5 % maitojauhe -liuoksessa, johon oli lisätty kullekin pro-
teiinille optimaalinen määrä sopivaa sekundaarista vasta-ainetta (taulukko 3).   
 
Taulukko 3. Sekundaariset vasta-aineet. 
Proteiinit Sekundaarinen 
vasta-aine 












anti-mouse IgG (H 
+ L), 0.1 mg 
1:5000 Li-cor Bad Homburg, Ger-
many 
 
IRDye® 800CW -vasta-aineen optimaalinen laimennossuhde olisi ollut 1:10000, mutta 
oikean kammion NCX-proteiinianalyysissä sekundaarista vasta-ainetta laimennettaessa 
TBST-liuokseen lisättiin vahingossa vanhempaa, huonosti toimivaa vasta-ainetta, minkä 
takia liuokseen lisättiin vielä vastaava määrä uudempaa sekundaarista vasta-ainetta. 
Tämän vuoksi myös muihin analyyseihin, jossa käytettiin IRDye® 800CW -vasta-ainetta, 
laitettiin kaksinkertainen määrä vasta-ainetta, eli vasta-aineliuoksen todellinen laimen-
nossuhde oli 1:5000.  
 
Sekundaarisen vasta-aineen inkubaation jälkeen membraanit pestiin jälleen TBST:llä 
viisi kertaa 5 minuutin ajan ja kuvattiin Bio Radin ChemiDocTM MP Imaging System -
laitteella. Kunkin proteiinin kuvaamiseen käytetyt valotusajat ovat esitettynä taulukossa 
4. Kuvista analysointiin kunkin näytteen kokonaisproteiinimäärät ja proteiinispesifiset 
määrät ImageLab 6.0 ohjelmalla (Bio-Rad). Stainfree-kuvista määritettiin kaikkien ban-
dien intensiteettiarvot, jotka ilmaisivat näytteen kokonaisproteiinimäärää. Mahdollisista 
geelien ja ajojen välisistä eroista aiheutuneet erot proteiinitasoissa poistettiin kertomalla 
kunkin näytteen antama intensiteettiarvo korjauskertoimella. Korjauskerroin saatiin jaka-
malla kunkin näytteen intensiteettiarvo membraanin kontrollin antaman intensiteetin ar-
volla. Korjaus tehtiin sekä kokonaisproteiiniarvoille että tutkittavien proteiinien antamille 
arvoille. Lopuksi tutkittavien proteiinien intensiteettiarvot jaettiin vastaavilla Stainfree-ku-
vista analysoiduilla näytteen kokonaisproteiinimäärää ilmaisevalla arvoilla. 
𝑥 =
Tutkittavan näytteen proteiinin int.  / kontrollin int.







Taulukko 4. Membraanien kuvaamisessa käytetyt valotusajat sekunteina. 
Proteiini Valotusaika (s) Poikkeukset 
Serca2 2,1   
NCX 45  30 (vasemman kammion en-
dokardiumissa, uusi erä 
vasta-ainetta) 
Cacna1c 20  60 (vasemman kammion en-
dokardiumissa, uusi erä 
vasta-ainetta) 
RyR2 30   
 
2.4. Tilastoanalyysit 
Aineistossa tulokset ovat esitetty keskiarvoina (± SEM). Liikuntaharjoittelun ja diabetek-
sen vaikutuksia kalsiumkanavien suhteellisiin määriin analysoitiin kaksisuuntaisella 
ANOVA –testillä jokaisesta kammiotyypistä erikseen. Kammiot päätettiin tutkia kaksi-
suuntaisella ANOVA-testillä sen takia erikseen, koska kolmesuuntaisessa ANOVA-tes-
tissä (jossa liikunnan ja diabeteksen lisäksi myös kammio olisi ollut yhtenä muuttujana) 
post-hoc testillä ei voi testata liikunnan ja diabeteksen yhteisvaikutuksia, mikä oli tämän 
tutkimuksen tarkoitus. Kammioiden välisissä vertailuissa käytettiin yksisuuntaista 
ANOVA -testiä. Ennen ANOVA -testiä ryhmien homogeenisuus ja normaalijakautunei-
suus testattiin Brown-Forsythe- ja Shapiro-Wilk -testeillä. Aineistot, jotka eivät olleet nor-
maalisti jakautuneet tai joiden varianssissa oli liikaa vaihtelua, muunnettiin logaritmiseksi 
asteikoksi analyysia varten.  
 
Tilastoanalyysi tehtiin SigmaPlot-ohjelmalla (versio 13.0, Systat Software, San Jose, Ca-
lifornia, USA). Tilastolliset erot olivat merkittäviä, kun p ≤ 0,05 ja kun p ≤ 0,1, kyseessä 
oli tilastollinen trendi. Vasemman kammion endokardiumin Cacna1c-, vasemman kam-
mion epikardiumin Serca2- ja oikean kammion RyR2-aineistot eivät läpäisseet Shapiro-
Wilk-normaaliustestiä, eivätkä siten olleet normaalisti jakautuneita. Vasemman kammion 
endokardiumin NCX-aineisto puolestaan ei läpäissyt Brown-Forsythen –varianssitestiä. 
Kammioiden välisien erojen aineiston testauksessa ainoastaan NCX-aineisto läpäisi 
Shapiro-Wilk-testin, muille suoritettiin Kruskal-Wallisin H-testi. Kaikille aineistoille, jossa 
oli merkitseviä eroja, tehtiin post-hoc testi. Tämä kertoo, minkä ryhmien välillä merkitsevä 
ero on. Kammioiden välisessä vertailussa tehtiin Dunnin post-hoc testi ja proteiinikohtai-





3.1. Ruumiinpainot ja sydämen painot sekä glukoosi-, triglyseridi- ja kole-
sterolitasot 
Runsasrasvainen ravinto aiheutti merkitseviä eroja glukoosi-, triglyseridi- ja kolesteroli-
tasoissa kontrolli- ja diabeteseläinten välillä (triglyseridi F=8,2, p=0,007; glukoosi F=21,8, 
p<0,001; kolesteroli F= 107,3, p<0,001) (taulukko 5). Arvot olivat huomattavasti korke-
ampia diabeteseläimillä kuin kontrollieläimillä. Liikunta ei aiheuttanut eroja glukoosi-, 
triglyseridi- ja kolesterolitasoissa ryhmien välillä (taulukko 5). Eläinten painoissa eikä nii-
den sydänten tai kammioiden painoissa ollut merkitseviä eroja ryhmien välillä (taulukko 
6). 
 
Taulukko 5. Plasman triglyseridi-, kolesteroli- ja glukoosiarvot loppumittauksessa viimeisen lii-




Taulukko 6. Eläinten painot tutkimuksen alussa ja lopussa (kg) sekä sydänten ja kammioiden 
painot (g) ja kammioiden painon osuus koko sydämen painosta (%) eri tutkimusryhmissä. Sydän-
ten ja kammioiden painot ovat tutkimusjakson lopussa mitattuja painoja. Arvot ovat keskiarvoina 
± SEM. 
 Ei diabetesta Diabetes 
 Ei liikuntaa Liikuntaa Ei liikuntaa Liikuntaa 
Eläimen paino lopussa (kg) 36,8 ± 1,1 35,1 ± 1,6 38,7 ± 3,0 34,7 ± 2,4 
Eläimen paino lopussa (kg) 37,1 ± 1,3 35,2 ± 1,7 39,8 ± 3,1 34,2 ± 2,4 
Sydämen paino (g) 167,3 ± 4,8 158,9 ± 8,5 165,8 ± 5,5 160,5 ± 8,1 
Oikean kammio (g) 35,5 ± 1,2 31,1 ± 2,4 35,9 ± 1,8 35,4 ± 3,5 
Oikean kammio (%) 21,2 ± 0,4 19,5 ± 0,8 21,6 ± 0,7 21,7 ± 1,1 
Vasen kammio (g) 115,2 ± 2,4 108,4 ± 7,3 114,8 ± 4,5 110,4 ± 4,9 
Vasen kammio (%) 68,9 ± 0,7 67,9 ± 1,3 69,2 ± 1,0 68,9 ± 0,7 
 
 











































Diabeteksella oli huomattava vaikutus Cacna1c-proteiinimääriin. Vasemman kammion 
epikardiumissa Cacna1c-proteiinin määrä oli merkitsevästi suurempi diabetesta sairas-
tavilla eläimillä kuin terveillä eläimillä (F=6,8, p=0,014) (kuva 9). Tämä ero näkyi liikuntaa 
harrastaneilla eläimillä, joista diabetesta sairastavilla eläimillä oli 20 % enemmän 
Cacna1-proteiinia kuin terveillä liikuntaa harrastavilla eläimillä (t=3,1, p=0,004). Liikun-
nalla ja diabeteksella näytti siis olevan yhteisvaikutus tuloksiin, tosin tämä oli tilastollisesti 
ainoastaan vahva trendi (F=3,6, p=0,069) (kuva 9). Lisäksi liikunnalla näytti olevan li-
säävä vaikutus Cacna1c-proteiinimääriin, tosin tämäkään tulos ei ollut tilastollisesti mer-
kitsevä, vaan ainoastaan vahva trendi (F=3,8, p=0,062). Etenkin liikuntaa harrastaneilla 
diabeteseläimillä Cacna1c-proteiinin määrä oli 17 % suurempi kuin niillä diabe-
teseläimillä, jotka eivät olleet harrastaneet liikuntaa (t=2,8, p=0,01).  
 
Kuva 9. Cacna1c-proteiinin suhteellinen määrä vasemman kammion (VK) epikardiumissa ter-
veillä ja diabetesta sairastavilla eläimillä sekä liikuntaa harrastaneilla ja harrastamattomilla eläi-
millä. Proteiinimäärä on ilmoitettu tutkittavan proteiinin määränä (intensiteetti) suhteessa näytteen 
kokonaisproteiinimäärään (intensiteetti), ja mahdollisista systemaattisista virheistä aiheutuneet 
erot on poistettu jakamalla luvut membraanikontrollin arvoilla. Arvot ovat keskiarvoja ± SEM (ei 
diabetesta, ei liikuntaa, n=8; ei diabetesta, liikuntaa, n=8; diabetes, ei liikuntaa, n=9; diabetes, 
liikuntaa, n=9). * merkitsee tilastollisesti merkitsevää tulosta ryhmien välillä. 
 
Diabeteksella ja liikunnalla ei ollut vaikutusta Cacna1c-proteiinin määriin oikeassa kam-




















































Taulukko 7. Liikuntaharjoittelun ja diabeteksen vaikutus sekä niiden yhteisvaikutus Cacna1c-, 
proteiinien suhteellisiin määriin kammioiden eri osissa. RV = oikea kammio, EPI = vasemman 
kammion epikardium, ENDO = vasemman kammion endokardium. Arvot ovat keskiarvoja ± SEM. 
Merkitsevät tulokset (p ≤ 0,05) lihavoituna ja trendit kursivoituna (P ≤ 0,1) 
 
3.3. RyR2  
Diabeteksella oli merkitsevä vaikutus RyR2-proteiinin määriin sydämen oikeassa kam-
miossa. Oikeassa kammiossa RyR2-proteiinin määrä oli pienempi diabetesta sairasta-
villa eläimillä kuin terveillä eläimillä (F=4,3, p=0,05) (kuva 10). Tämä näkyi erityisesti lii-
kuntaa harrastaneiden eläinten välillä: sairailla eläimillä oli 62 % vähemmän RyR2-pro-
teiinia kuin terveillä eläimillä (t=2,2, p=0,037). Diabeteksen ja liikunnan yhteisvaikutus oli 
heikko trendi (F=2,0, p=0,161). Liikuntaa harrastamattomien eläinten kesken merkitse-
vää eroa ei ollut sairaiden ja terveiden eläinten RyR2-proteiinimäärissä (t=0,7, p=0,469).  
 
 
Kuva 10. RyR2-proteiinin suhteellinen määrä oikeassa kammiossa terveillä ja diabetesta sairas-
tavilla eläimillä sekä liikuntaa harrastaneilla ja harrastamattomilla eläimillä. Proteiinimäärä on il-
moitettu tutkittavan proteiinin määränä (intensiteetti) suhteessa näytteen kokonaisproteiinimää-
rään (intensiteetti), ja mahdollisista systemaattisista virheistä aiheutuneet erot on poistettu jaka-
malla luvut membraanikontrollin arvoilla. Merkitsevä ero terveiden ja diabetesta sairastavien 
eläinten välillä. Liikuntaa harrastaneilla diabeteseläimillä oli vähemmän RyR2-proteiinia oikeassa 
kammiossa kuin liikuntaa harrastaneilla terveillä eläimillä. Diabeteksen ja liikunnan yhteisvaikutus 
oli heikko tilastollinen trendi. Arvot ovat keskiarvoja ± SEM (ei diabetesta, ei liikuntaa, n=8; ei 
diabetesta, liikuntaa, n=8; diabetes, ei liikuntaa, n=9; diabetes, liikuntaa, n=9). * merkitsee tilas-
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Liikunnalla näytti olevan vaikutusta vasemman kammion epikardiumin proteiinimääriin. 
Tämä tulos ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitsevä tulos, vaan trendi (F=3,1, 
p=0,091) (taulukko 8). Lisäksi liikunnalla ja diabeteksella oli yhteisvaikutus tuloksiin, joka 
tosin myöskin oli vain tilastollinen trendi (F=3,5, p=0,072). Liikuntaa harrastavilla terveillä 
eläimillä näytti olevan 49 % vähemmän RyR2-proteiinia kuin niillä terveillä, jotka eivät 
harrastaneet liikuntaa. Liikuntaa harrastaneiden eläinten kesken taas diabeteseläimillä 
RyR2-proteiinin määrä näytti olevan 47 % suurempi kuin terveillä eläimillä.  
 
Liikunnalla näytti olevan vaikutus myös vasemman kammion endokardiumin RyR2-pro-
teiinin määriin. Tämäkin oli kuitenkin vain heikko tilastollinen trendi (F=2,8, p= 0,108) 
(taulukko 8). Diabetesta sairastavilla liikuntaa harrastaneilla eläimillä näytti olevan 34 % 
enemmän proteiinia kuin niillä diabetesta sairastavilla eläimillä, jotka eivät harrastaneet 
liikuntaa.  
 
Taulukko 8. Liikuntaharjoittelun ja diabeteksen vaikutus sekä niiden yhteisvaikutus RyR2-, pro-
teiinien suhteellisiin määriin kammioiden eri osissa. RV = oikea kammio, EPI = vasemman kam-
mion epikardium, ENDO = vasemman kammion endokardium. Arvot ovat keskiarvoja ± SEM. 
Merkitsevät tulokset (p ≤ 0,05) lihavoituna ja trendit kursivoituna (P ≤ 0,1) 
 
3.4. Serca2 
Liikunta vaikutti Serca2-proteiinimääriin. Vasemman kammion endokardiumin Serca2-
proteiinimäärissä oli merkitsevä ero (F=14,7, p<0,001), jonka mukaan liikuntaa harras-
taneilla eläimillä Serca2-proteiinin määrä oli keskimäärin 18 % suurempi kuin niillä eläi-
millä, jotka eivät harrastaneet liikuntaa (t=3,8, p<0,001) (kuva 11). Terveiden eläinten 
kesken liikunnalla oli suurempi vaikutus (t=3,2, p=0,004) kuin sairaiden eläinten kesken 
(t=2,2, p=0,035) 
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Kuva 11. Serca2-proteiinin suhteellinen määrä vasemman kammion endokardiumissa terveillä ja 
diabetesta sairastavilla eläimillä sekä liikuntaa harrastaneilla ja harrastamattomilla eläimillä. Pro-
teiinimäärä on ilmoitettu tutkittavan proteiinin määränä (intensiteetti) suhteessa näytteen koko-
naisproteiinimäärään (intensiteetti), ja mahdollisista systemaattisista virheistä aiheutuneet erot on 
poistettu jakamalla luvut membraanikontrollin arvoilla. Merkitsevä ero liikuntaa harrastaneiden ja 
ei liikkuneiden eläinten välillä. Arvot ovat keskiarvoja ± SEM (ei diabetesta, ei liikuntaa, n=8; ei 
diabetesta, liikuntaa, n=8; diabetes, ei liikuntaa, n=9; diabetes, liikuntaa, n=9).  * merkitsee tilas-
tollisesti merkitsevää tulosta ryhmien välillä 
 
Diabeteksella ja liikunnalla ei ollut vaikutusta Serca2-proteiinin määriin oikeassa kammi-
ossa eikä vasemman kammion epikardiumissa (taulukko 9). 
 
Taulukko 9. Liikuntaharjoittelun ja diabeteksen vaikutus sekä niiden yhteisvaikutus Serca2-, pro-
teiinien suhteellisiin määriin kammioiden eri osissa. RV = oikea kammio, EPI = vasemman kam-
mion epikardium, ENDO = vasemman kammion endokardium. Arvot ovat keskiarvoja ± SEM. 
Merkitsevät tulokset (p ≤ 0,05) lihavoituna ja trendit kursivoituna (P ≤ 0,1) 
 
3.5. NCX 
Diabetes vaikutti oikean kammion NCX-proteiinin määriin. Diabetesta sairastavien ja ter-
veiden eläinten NCX-proteiinin määrässä oli lähes merkitsevä ero (F=4,1, p=0,051). Sai-
railla eläimillä oli keskimäärin 20 % vähemmän NCX-proteiinia kuin terveillä eläimillä 
(kuva 12). Sekä liikunnalla (F=2,5, p=0,125) että diabeteksella (F=2,3, p=0,144) oli mah-













































































































mutta nämä olivat vain heikkoja tilastollisia trendejä (taulukko 10). Diabetesta sairasta-
villa eläimillä proteiinin määrä näytti olevan keskimäärin 16 % vähäisempi kuin terveillä 




Kuva 12. NCX-proteiinin suhteellinen määrä oikeassa kammiossa terveillä ja diabetesta sairas-
tavilla eläimillä sekä liikuntaa harrastaneilla ja harrastamattomilla eläimillä. Proteiinimäärä on il-
moitettu tutkittavan proteiinin määränä (intensiteetti) suhteessa näytteen kokonaisproteiinimää-
rään (intensiteetti) sekä membraanin kontrollinäytteeseen, ja mahdollisista systemaattisista vir-
heistä aiheutuneet erot on poistettu jakamalla luvut membraanikontrollin arvoilla. Lähes merkit-
sevä ero diabetesta sairastavien ja terveiden eläinten välillä. Arvot ovat keskiarvoja ± SEM (ei 
diabetesta, ei liikuntaa, n=8; ei diabetesta, liikuntaa, n=8; diabetes, ei liikuntaa, n=9; diabetes, 
liikuntaa, n=9). * merkitsee tilastollisesti merkitsevää tulosta ryhmien välillä. 
 
Diabeteksen ja liikunnalla ei ollut vaikutusta NCX-proteiinin määrään vasemman kam-
mion endokardiumissa. Yleisesti ottaen diabetesta sairastavilla eläimillä NCX-proteiinin 
määrät olivat vähäisempiä kuin terveillä, mutta kaikki erot eivät olleet tilastollisesti mer-
kitseviä (taulukko 10). 
 
Taulukko 10. Liikuntaharjoittelun ja diabeteksen vaikutus sekä niiden yhteisvaikutus Serca2-, 
proteiinien suhteellisiin määriin kammioiden eri osissa. RV = oikea kammio, EPI = vasemman 
kammion epikardium, ENDO = vasemman kammion endokardium. Arvot ovat keskiarvoja ± SEM. 















































































































3.6. Kammioiden väliset erot 
Kammioiden välillä havaittiin merkitseviä eroja Cacna1c-proteiinin määrässä (H=9,9, 
p=0,005). Lähemmässä tarkastelussa Dunnin post-hoc testin mukaan vasemman kam-
mion endokardiumissa oli 18 % enemmän proteiinia kuin oikeassa kammiossa (Q=3,1, 
p=0,005) (kuva 13). Lisäksi kammioiden välillä oli ero RyR2-proteiinin määrissä, mutta 
tämä oli vain heikko tilastollinen trendi (H=4,496, p=0,106). Vaikutti siltä, että oikeassa 
kammiossa oli 47 % vähemmän RyR2-proteiinia kuin vasemman kammion epikar-
diumissa, ja 50 % vähemmän kuin vasemman kammion endokardiumissa. 
 
Kuva 13. Cacna1c-proteiinin suhteellinen määrä kammioissa. Proteiinimäärä on ilmoitettu tutkit-
tavan proteiinin määränä (intensiteetti) suhteessa näytteen kokonaisproteiinimäärään (intensi-
teetti) sekä membraanin kontrollinäytteeseen, ja mahdollisista systemaattisista virheistä aiheutu-
neet erot on poistettu jakamalla luvut membraanikontrollin arvoilla. Merkitsevä ero oikean kam-
mion ja vasemman kammion endokardiumin välillä. Arvot ovat keskiarvoja ± SEM (n=36). * mer-
kitsee tilastollisesti merkitsevää tulosta ryhmien välillä. 
 
Muiden proteiinien määrissä ei ollut merkitseviä eroja oikean kammion, vasemman kam-
mion epikardiumin ja vasemman kammion endokardiumin välillä (taulukko 11).  
 
Taulukko 11. Cacna1c-, RyR2-, Serca2- ja NCX-proteiinien määrät eri oikeassa kammiossa 
(RV), vasemman kammion epikardiumissa (EPI) ja vasemman kammion endokardiumissa 
(ENDO). Ainoastaan NCX-proteiinin aineisto oli normaalisti jakautunut ja siten testattu One Way 
Anova -testillä. Muiden proteiinien kohdalla on käytetty ei-parametrista Kruskal-Wallisin testiä. 
Arvot ovat keskiarvoja ± SEM, jotka on saatu One Way Anova -testistä. Merkitsevät tulokset (p < 
0,05) lihavoituna ja trendit kursivoituna (P < 0,1). 
 
 RV EPI ENDO P  F / H 
Cacna1c 0,896 ± 0,0363 0,971 ± 0,0288 1,097 ± 0,056 0,005  3,138  
RyR2 0,574 ± 0,0885 0,646 ± 0,0553 0,664 ± 0,0514 0,106 4,496 
Serca2 0,929 ± 0,0264 0,997 ± 0,0385 0,907 ± 0,0275 0,433 1,673 






































Tässä työssä tutkittiin kestävyysharjoittelun vaikutusta terveiden ja diabetesta sairasta-
vien minisikojen sydämen vasemman ja oikean kammion kalsiumkanavien suhteellisiin 
määriin. Hypoteesina oli, että diabetes vähentäisi kalsiumkanavien määriä ja siten saat-
taisi heikentää sydämen supistumiskykyä, ja että liikunta lisäisi kalsiumkanavien määriä 
ja siten mahdollisesti parantaisi supistumiskykyä. Tutkittavien ryhmien välillä havaittiin 
useita eroja. Lisäksi vasteet diabetekseen, liikuntaan ja niiden yhteisvaikutuksiin vaihte-
livat kammioiden ja niiden osien välillä. Osa tuloksista oli hypoteesien mukaisia, esimer-
kiksi diabetes näytti vähentävän RyR2:n ja NCX:n määriä oikeassa kammiossa. Vasem-
man kammion kalsiumkanavien määriin diabeteksella ei kuitenkaan ollut merkittäviä ne-
gatiivisia vaikutuksia, ja yllättävästi Cacna1c:n määrä oli itse asiassa korkeampi diabe-
testa sairastavien vasemman kammion epikardiumissa kuin terveillä etenkin harjoittelun 
jälkeen. Liikunnalla oli myös osaksi hypoteesin mukaisia vaikutuksia. Liikunta nosti 
Serca2-määrää vasemman kammion endokardiumissa ja Cacna1c-proteiinin määrää 
vasemmassa epikardiumissa diabetesta sairastavilla eläimillä. Lisäksi liikunta näytti nos-
tavan RyR2-proteiinin määrää vasemman kammion endokardiumissa, ja vasemmassa 
epikardiumissa liikunta näytti yllättävästi laskevan RyR2-proteiinin määrää terveillä eläi-
millä. Diabeteksella ja liikuntaharjoittelulla oli myös yllättäviä yhteisvaikutuksia, ja niitä 
sekä diabeteksen ja liikunnan erillisiä vaikutuksia käsitellään tarkemmin kanavakohtai-
sesti seuraavissa kappaleissa.  
4.1. Muutokset Cacna1c-proteiinin määrissä 
Sydämen systole- eli supistumisvaiheeseen osallistuvat L-tyypin kalsiumkanavat 
(Cacna1c) ja RyR2-kanavat. Tutkimukseni päätulokset Cacna1c proteiinin suhteen oli-
vat, että liikunta yleisesti näytti hypoteesin mukaisesti nostavan Cacna1c-proteiinin mää-
rää vasemmassa epikardiumissa, mutta liikunnan positiiviset vaikutukset näyttivät ole-
van paljon suuremmat diabetesta sairastavilla eläimillä kuin terveillä. Yleisesti diabetesta 
sairastavilla eläimillä oli enemmän Cacna1c-proteiinia kuin terveillä. Moni aiempi tutki-
mus, joka on keskittynyt tutkimaan joko diabeteksen (Choi ym. 2002; Shao ym. 2007; 
Teshima ym. 2000) tai liikunnan (de Melo ym. 2016; Mokelke ym. 1997) vaikutusta rottien 
sydämen kalsiumkanaviin, ei ole havainnut muutoksia L-tyypin kalsiumkanavien mää-
rissä tai aktiivisuudessa.  
 
Tässä tutkimuksessa liikunnalla havaittiin olevan L-tyypin kalsiumkanavien määrää nos-
tava vaikutus vasemman kammion epikardiumissa. Tämä voi tarkoittaa sitä, että kal-
siumin sisäänvirtaus supistumisreaktiossa lisääntyy, ja tämä saattaa vaikuttaa positiivi-
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sesti sydämen supistumiskapasitettiin. Se, miksi aiemmissa tutkimuksissa ei havaittu lii-
kunnan vaikuttavan L-tyypin kalsiumkanavien määrään tai aktiivisuuteen, on epäselvää. 
On mahdollista, että niissä RyR2-proteiinin määrä tai aktiivisuus onkin lisääntynyt, ja si-
ten liikunnalla on voinut olla mahdollisia positiivisia vaikutuksia supistuvuuteen RyR2-
kanavien määrän tai aktiivisuuden lisääntymisen kautta, vaikka L-tyypin kanavien mää-
rissä tai aktiivisuudessa ei ollutkaan muutoksia. RyR2-proteiinin määrän havaittiinkin li-
sääntyvän sairailla rotilla de Melon ja kumppaneiden (2016) tutkimuksessa, jossa tutkit-
tiin keuhkovaltimoahtaumaa sairastavien rottien oikeaa kammiota. Mokelke ym. (1997) 
tutkivat vain L-tyypin kalsiumkanavien aktiivisuuksia terveiden rottien sydämissä eivätkä 
havainneet niissä muutoksia, mutta on mahdollista, että myös heidän tutkimuksessaan 
RyR2-kanavan aktiivisuus on lisääntynyt. Se, miksi tässä tutkimuksessa liikunnalla kui-
tenkin oli L-tyypin kalsiumkanavien määrää lisäävä vaikutus, voi johtua siitä, että aiem-
mat tutkimukset on tehty jyrsijöillä. Laboratoriohiiret ja rotat ovat todennäköisesti keske-
nään geneettisesti samankaltaisempia kuin minisiat, minkä vuoksi sioilla yksilölliset erot 
voivat vaikuttaa tuloksiin.  
 
Tutkimuksessani diabetes yksinään testattuna näytti nostavan L-tyypin kalsiumkanavien 
määrää, mutta tämä johtui siitä, että proteiinin määrä nousi diabeteseläimillä liikunnan 
seurauksena. Tosin myös sydämen oikeaa kammiota tutkinut De Melo (2016) havaitsi, 
että L-tyypin kalsiumkanavien määrä oli suurempi keuhkovaltimoahtaumaa sairastavilla 
rotilla kuin terveillä kontrollirotilla, mutta liikunnalla ei ollut vaikutusta kanavien määriin. 
Aiemmissa tutkimuksissa diabeteksen ei kuitenkaan ole havaittu vaikuttavan L-tyypin 
kalsiumkanavien määriin, vaikka tosin kaikissa diabetes kuitenkin vähensi RyR2-proteii-
nin määrää (Choi ym. 2002; Shao ym. 2007; Teshima ym. 2000). Tämä tarkoittaa sitä, 
että vaikkei aiemmissa tutkimuksissa L-tyypin kalsiumkanavan määrissä ollutkaan muu-
toksia, diabetes saattoi vaikuttaa heikentävästi sydämen supistumisvoimaan vähentä-
mällä RyR2-kanavien kautta vapautuvan kalsiumin määrää. Lisäksi jotkut tutkimukset 
ovat kuitenkin havainneet L-tyypinkalsium kanavien määrän tai kalsiumvirran vähenevän 
diabeteksen yhteydessä (Chattou ym. 1999; Lu ym. 2007; Pereira ym. 2006). Myös dia-
beteksen yhteydessä kaikki aiempi tutkimus on tehty rotilla tai hiirillä. Koska sioilla on 
todennäköisesti keskenään enemmän geneettistä vaihtelua kuin jyrsijöillä, sioilla yksilöl-
liset erot voivat vaikuttaa tuloksiin. Vaikka diabetes näytti nostaneen eläimillä mm. veren 
sokeripitoisuuksia merkitsevästi, niin yksi selittävä tekijä sille, miksi diabeteksella ei ollut 





Liikunnan ja diabeteksen yhteisvaikutuksena nähtiin, että vasemman kammion epikar-
diumissa liikunta lisäsi Cacna1c-proteiinin eli L-tyypin kalsiumkanavien määrää merkit-
sevästi diabetesta sairastavilla eläimillä, mutta ei terveillä eläimillä. Tämä viittaisi siihen, 
että liikunta voi mahdollisesti parantaa vasemman kammion epikardiumin supistumisvoi-
maa diabetesta sairastavilla eläimillä, sillä L-tyypin kalsiumkanavien määrien lisäänty-
essä solun sisään tulevan kalsiumin määrä lisääntyy, ja tämä puolestaan tehostaa RyR2-
kanavien avautumista ja kalsiumin vapautumista sarkoplasmisesta kalvostosta. Koska 
lihaksen supistumisvoima riippuu siitä, kuinka paljon myosiini- ja aktiinisäikeet liikkuvat 
lomittain, ja koska kalsiumin sitoutuminen troponiini-tropomyosiinikompleksiin saa ai-
kaan myosiiniin ja aktiinin interaktion, kalsiumionien määrä sytoplasmassa vaikuttaa si-
ten supistumisvoimakkuuteen. Tämän vuoksi myös L-tyypin kalsiumkanavien (ja RyR2-
kanavien) lisääntynyt määrä vaikuttaa positiivisesti supistumisvoimakkuuteen (Anttila 
2009). Aiempaa tutkimusta diabeteksen ja liikunnan yhteisvaikutuksesta L-tyypin kal-
siumkanaviin ei juuri ole, mutta liikunnan on vastaavasti havaittu lisäävän L-tyypin kal-
siumkanavien määrää vasemmassa kammiossa hiirillä sydäninfarktin jälkeen (Guizoni 
ym. 2016). Se, miksi tässä tutkimuksessa liikunta nosti vain diabeteseläinten L-tyypin 
kalsiumkanavien määrä, on epäselvää. On mahdollista, että rasituksen intensiteetti oli 
suurempaa sairailla eläimillä kuin terveillä eläimillä. Kuten jo mainittiin, lisääntynyt L-tyy-
pin kalsiumkanavien määrä saattaa parantaa sydämen supistumiskapasiteettia lisää-
mällä sisään tulevan kalsiumin määrää, ja siten lisäämällä sarkoplasmisesta kalvostosta 
vapautuvan kalsiumin määrää. Lisääntyneen kalsiumkonsentraation seurauksena use-
ampi kalsiumioni voi sitoutua troponiini-troposiinimyosiinikompleksiin, jolloin myosiini ja 
aktiini pystyvät liikkumaan enemmän lomittain. Liikunta voi siis mahdollisesti parantaa 
diabetesta sairastavien eläinten sydänten supistumiskapasiteettia. On mahdollista, että 
koska diabeteksen yhteydessä sydämen toiminta on jäykistynyt (Falcão-Pires ym. 2011; 
Røe ym. 2017), sydän joutuu tekemään enemmän työtä ja sympaattisen hermoston, joka 
saa aikaan sinussolmukkeesta lähtevät aktiopotentiaalit, on toimittava tehokkaammin, 
mikä on johtanut L-tyypin kalsiumkanavien määrän lisääntymiseen. Se, miksi eroja L-
tyypin kalsiumkanavien määrissä nähtiin vain vasemman kammion epikardiumissa, voi 
johtua siitä, että vasen kammio tuottaa supistuksessa suurimman voiman, joten siihen 
kohdistuu myös enemmän rasitusta. Tällöin L-tyypin kalsiumkanavien lisääntyvät parem-







4.2. Muutokset RyR2-proteiinin määrissä 
Diabetes näytti hypoteesin mukaisesti vähentävän RyR2-proteiinia sydämen oikeassa 
kammiossa, ja tämä ero näkyi varsinkin liikuntaa harrastaneiden eläinten välillä. Vasem-
man kammion RyR2-proteiinimääriin diabeteksella ei tässä tutkimuksessa ollut vaiku-
tusta, vaikka aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet RyR2-proteiinin määrän vähenevän 
diabeteksen yhteydessä vasemmassa kammiossa (Bai ym. 2012; Choi ym. 2002; 
Teshima ym. 2000; Wang ym. 2010). Diabeteksen on myös aiemmin osoitettu vähentä-
vän oikean kammion supistuvuutta (Gorter ym. 2018; Widya ym. 2013). RyR2-kanavien 
määrän vähentymisellä saattaa olla kammion supistumiskykyä heikentävä vaikutus, sillä 
kun kalsiumia vapautuu vähemmän sytoplasmaan, troponiini-tropomyosiinikompleksiin 
sitoutuvan kalsiumin määrä vähenee. Tämä puolestaan vähentää myosiiniaktiinikytkös-
ten määrään, jolloin supistumisvoima heikkenee eli diabetes voi heikentää oikean kam-
mion supistumisvoimaa. Se, miksi diabeteksen vaikutukset näkyivät tässä tutkimuksessa 
ainoastaan oikeassa kammiossa, jää tässä kohtaa epäselväksi. 
  
Diabeteksella ja liikunnalla oli myös mielenkiintoisia yhteisvaikutuksia RyR2-proteiinin 
määriin. Terveillä eläimillä liikunta näytti hypoteesin mukaisesti nostavan RyR2:n mää-
rää oikeassa kammiossa, kun taas diabetesta sairastavilla liikkuvien ja lepäävien eläin-
ten välillä ei ollut huomattavia eroja. Vasemman kammion epikardiumin osalta tulokset 
olivat kuitenkin erilaiset, sillä diabeteksella ei näyttänyt olevan vaikutusta RYR2:n mää-
riin, ja liikunta itse asiassa näytti hypoteesin vastaisesti vähentävän RyR2:n määriä ter-
veillä eläimillä. Liikuntaa harrastaneiden kesken diabeteseläimillä RyR2-proteiinin määrä 
oli huomattavasti suurempi kuin terveiden. Vasemman kammion endokardiumissa lii-
kunta puolestaan näytti hypoteesin mukaisesti lisäävän RyR2-proteiinin määrää varsin-
kin diabetesta sairastavilla eläimillä. RyR2:n osalta nämä kaikki tulokset olivat kuitenkin 
vain suuntaa-antavia trendejä. 
 
De Melo ym. (2016), jotka tutkivat keuhkovaltimoahtauman ja liikunnan vaikutusta rottien 
sydämen oikeaan kammioon, havaitsivat RyR2-kanavien määrän vähenevän sairauden 
yhteydessä ja liikunnan lisäävän niiden määrää. Myös vasemmassa kammiossa liikun-
nan on osoitettu lisäävän RyR2-proteiinin määrää diabetesta sairastavilla rotilla (Le Dou-
airon Lahaye ym. 2012). Tässä tutkimuksessa liikunta kokonaisuutena nosti, tosin vain 
trendinä, terveillä eläimillä RyR2-määriä oikeassa kammiossa ja vasemman kammion 
endokardiumissa. Se, miksi vasemman kammion epikardiumissa liikunta näytti puoles-
taan yllättävästi laskevan terveillä elämillä RyR2-proteiinin määrää, on epäselvää. Voi 
olla, että oikean kammion ja vasemman kammion endokardiumin osuus sydämen toi-
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minnassa korostuu liikunnan yhteydessä ja vasemman kammion epikardiumin puoles-
taan vähenee. Tosin L-tyypin kalsiumkanavan tulokset olivat päinvastaiset, sillä liikunnan 
positiivisia muutoksia havaittiin etenkin epikardiumissa diabeteseläimillä. On mahdol-
lista, että liikunta ja diabetes voivat vaikuttaa siihen, miten kalsiumvirrat soluissa supis-
tuksessa jakaantuvat, ja L-tyypin ja RyR:n suhteelliset merkitykset supistukselle muuttu-
vat.  Liikunnan proteiinimääriä vähentävä vaikutus voi myös mahdollisesti selittyä sillä, 
että liikunta on ollut liian kuormittavaa eläimille. Pitkällä aikavälillä raskas kestävyyshar-
joittelu voi olla haitallista sydämen toiminnalle, sillä sen on todettu aiheuttavan esimer-
kiksi kammiovärinää (O'Keefe ym. 2012). Tietyt mutaatiot RyR2-kanavissa aiheuttavat 
RyR2-kanavien vuotoa heikentämällä niitä stabiloivien proteiinien sitoutumista. Tällais-
ten mutaatioiden on havaittu kestävyysliikunnan yhteydessä altistavan rytmihäiriöille tai 
aiheuttavan jopa sydämenpysähdyksen (Lehnart ym. 2008; Wehrens ym. 2003). Tämä 
huomioon ottaen olisi mahdollista, että liian raskas kestävyysharjoittelu voisi myös vä-
hentää RyR2-proteiinin määriä, kuten tässä tutkimuksessa havaittiin terveiden eläinten 
vasemman kammion epikardiumissa.  Tämän tutkimuksen eläimet harrastivat liikuntaa 
kahdeksan viikon ajan kolme kertaa viikossa, joista yksi kerta oli korkean intensiteetin 
intervalliharjoitus. Tämä on kohtuullinen määrä eikä todennäköisesti vaikuta haitallisesti 
etenkään terveiden eläinten sydänten toimintaan. Lisäksi liikunta nosti Cacna1c-proteii-
nin määrää epikardiumissa, mikä myös antaa viitettä siitä, ettei liikunta ollut liian kuor-
mittavaa eläimille. Tässä kohtaa jää siis epäselväksi, miksi liikunnan negatiivisia vaiku-
tuksia havaittiin vain terveillä eläimillä eikä diabeteseläimillä. Toisaalta on mahdollista, 
että vaikka sairailla eläimillä liikunta ei vaikuttanut RyR2-proteiinimääriin vasemman 
kammion epikardiumissa, niiden stabiliteetti on voinut heikentyä tai aktiivisuus vähentyä. 
Liikunnalla kuitenkin vaikutti olevan RyR2-proteiinin määriä lisäävä vaikutus oikeassa 
kammiossa ja vasemman kammion endokardiumissa. On mahdollista, että liikunnan ras-
titukset jakaantuvat eri tavalla kammioiden osien kesken. Jotta liikunnan rasittavuus saa-
taisiin selville, jatkotutkimuksissa voitaisiin mitata veren kortisoliarvoja. 
 
Jatkotutkimuksissa olisi myös hyvä mitata RYR2-kanavia stabiloivia säätelyproteiineja, 
sillä aiemmissa tutkimuksissa on mm. havaittu RyR2-kanaviin sitoutuneiden FKBP12-
säätelyproteiinien määrien muuttuvan sydämen vajaatoiminnan yhteydessä, vaikka 
RyR2-proteiinin määrä ei muutu (Marx ym. 2000). Sympaattisen hermoston aktivaation 
seurauksena RYR2-proteiinit fosforyloituvat, jolloin FKBP12-proteiinit irtoavat RyR2-pro-
teiineista ja proteiini muuttuu epävakaammaksi. Jatkuvan sympaattisen aktivaation seu-
rauksena RyR2-kanava voi alkaa vuotaa (Grimm ym. 2015), eli päästää kalsiumia ulos 
sarkoplasmisesta kalvostosta myös diastolen aikana. Tämä voi heikentää supistumisvoi-
maa, koska sytoplasman kalsiumkonsentraation tulisi palautua alkuperäiselle tasolle en-
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nen uuden supistumisen alkua. Diabeteksen onkin havaittu lisäävän RyR2-vuotoa ja lii-
kuntaharjoittelun puolestaan vähentävän sitä (Rolim ym. 2015; Stolen ym. 2009). Myös 
CaM-proteiinikinaasi (CaMKII) fosforyloi RyR2-kanavia ja vähentää niiden stabiilisuutta. 
Aktiivisen CaMKII:n on havaittu lisääntyvän diabeteksen yhteydessä (Ai ym. 2005). On 
mahdollista, että vaikka liikuntaa harrastamattomilla kontrollieläimillä diabetes ei vaikut-
tanut RyR2-proteiinimääriin, niiden säätelyproteiinien määrät olivat voineet muuttua ja 
stabiliteetti vähentyä.  
 
L-tyypin kalsiumkanavien ja RyR2-proteiinien määrien muutoksia on järkevää tarkastel-
lessa myös yhdessä, sillä kanavat toimivat läheisessä vuorovaikutuksessa keskenään. 
Sydämen sarkoplasmisen kalvoston kalsiumin uskotaan olevan supistumiseen kannalta 
tärkeämpää kuin solun ulkopuolinen kalsium (Belke & Dillmann 2004), ja siten sekä 
RyR2- että Serca2-kanavien määrien tai toiminnan muutokset ovat mahdollisesti oleelli-
sempia sydämen supistumisen kannalta kuin L-tyypin kalsiumkanavan. Tässä tutkimuk-
sessa ei kuitenkaan diabetes eikä liikunta juuri vaikuttanut merkitsevästi RyR2-kanavien 
määriin, mutta L-tyypin kalsiumkanavien määrissä oli merkitseviä muutoksia. Onkin 
mahdollista, että liikunta tai diabetes muuttaa kanavien merkityssuhteita niin, että L-tyy-
pin kalsiumkanavan merkitys supistumisessa lisääntyy, sillä vasemman kammion epi-
kardiumissa liikunta nosti L-tyypin kalsiumkanavien määrää diabeteseläimillä, mutta 
RyR2-kanavien määrä puolestaan näytti laskevan ainakin terveillä eläimillä.   
4.3. Muutokset Serca2-proteiinin määrissä 
Diastolevaiheessa eli sydämen relaksaatiovaiheessa troponiini C:stä irronnut kalsium 
poistuu sytoplasmasta joko siirtymällä takaisin sarkoplasmisen kalvoston sisälle Serca2-
proteiinin avulla tai kokonaan ulos solusta NCX-proteiinin välityksellä. Kalsiumkonsent-
raation on palattava takaisin alkuperäiselle tasolle, jotta supistuminen voi tapahtua te-
hokkaasti uudelleen. Tässä tutkimuksessa liikunta hypoteesin mukaisesti lisäsi Serca2-
proteiinin määrää vasemman kammion endokardiumissa sekä terveillä että diabetesta 
sairastavilla eläimillä, mutta diabeteksella ei ollut negatiivisia vaikutuksia Serca2-proteii-
nin suhteellisiin määriin. Aiemmissa tutkimuksissa kestävyysliikunnan on havaittu lisää-
vän Serca2-proteiinin määrää vasemmassa kammiossa (Le Douairon Lahaye ym. 2012; 
Wisløff ym. 2002). Serca2-proteiinin lisääntynyt määrä viittaa siihen, että liikunta on te-
hostanut kalsiumin palauttamista sarkoplasmisen kalvoston varastoon, jolloin sydämen 
relaksaatiovaihe voi tapahtua nopeammin (Lehnart ym. 1998). Liikunnalla ei kuitenkaan 
ollut vaikutusta vasemman kammion epikardiumin tai oikean kammion Serca2-proteiinin 
määriin. Aiempi tutkimus on osoittanut, että endokardiumin lihassolut lyhenevät supistu-
essa enemmän, ja että endokardiumin supistuminen on nopeampaa ja suurempaa kuin 
epikardiumin (Kondo ym. 2006; Mou ym. 2009). On mahdollista, että koska endokardium 
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supistuu nopeammin kuin epikardium, ja sen siis täytyy pumpata kalsiumia nopeasti ulos 
solusta seuraavaa supistusta varten, liikunta vaikutti vasemman kammion endokar-
diumin Serca2-määriin, muttei vaikuttanut epikardiumin Serca2-määriin.  
 
Diabetes ei vaikuttanut Serca2-määriin. Aiemmissa tutkimuksissa Serca2-proteiinin 
määrä tai aktiivisuus on vähentynyt diabeteksen yhteydessä (Bai ym. 2012; Choi ym. 
2002; Teshima ym. 2000; Wang ym. 2010). Lisäksi esimerkiksi sydäninfarktin jälkeisen 
sydämen vajaatoiminnan yhteydessä on havaittu, että kammion seinämän lisääntynyt 
mekaaninen stressi liittyy suoraan Serca2-proteiinin määrän vähenemiseen ja relaksaa-
tiovaiheen hidastumiseen (Røe ym. 2019). Tässä tutkimuksessa ei kuitenkaan tutkittu 
Serca2-proteiinin aktiivisuutta. On mahdollista, että vaikka proteiinin määrissä ei havaittu 
muutoksia diabeteksen yhteydessä, niiden aktiivisuus on voinut vähentyä. Yksi Serca2-
proteiinin aktiivisuutta säätelevä proteiini on fosfolambaani, joka inhiboi Serca2-proteiinin 
toimintaa vähentämällä Serca2-proteiinien affiniteettia kalsiumiin sytoplasman kalsium-
konsentraation ollessa matala (Frank & Kranias 2000). Sympaattinen hermosto stimuloi 
β-adrenergisia reseptoreja, joiden aktivaatio puolestaan inhiboi fosfolambaanin toimin-
taa, ja siten lisää Serca2-proteiinin aktiivisuutta (Frank & Kranias 2000). Aktiivisen fos-
folambaanin on havaittu lisääntyvän diabeteksen yhteydessä (Bai ym. 2012; Choi ym. 
2002; Kim ym. 2001), joten on mahdollista, että vaikka tässä tutkimuksessa diabeteksen 
ei havaittu vaikuttavan Serca2-määriin, sen inhibiittorin määrä on voinut lisääntyä. Li-
säksi on mahdollista, että sikojen diabetes ei ollut edennyt tarpeeksi pitkälle, jotta sen 
vaikutukset näkyisivät Serca2-kanavien määrissä. Streptotsosiini-injektion saaneiden 
eläinten kohonneet glukoosi-, triglyseridi- ja kolesteroliarvot kuitenkin osoittavat, että 
sioille kehittyi diabetekselle ominaisia aineenvaihdunnanmuutoksia, ja lisäksi kaksi 
eläintä menehtyi pian streptotsosiini-injektioiden jälkeen insuliinihoidosta huolimatta. Toi-
saalta kuten jo aiemmin mainittiin, sikojen yksilölliset erot ovat huomattavia ja se voi se-
littää, miksi tilastollisesti merkitseviä eroja ei havaittu.  
4.4. Muutokset NCX-proteiinin määrissä 
Tässä tutkimuksessa diabetes näytti hypoteesin mukaisesti vähentävän NCX:n määrää 
liikuntaa harrastaneilla eläimillä ja kontrollieläimillä oikeassa kammiossa. Tämä tulos oli 
tilastollinen trendi, joskin hyvin vahva sellainen (p=0,051). Myös aiempien tutkimusten 
mukaan NCX-proteiinin aktiivisuus ja määrä vähenee diabeteksen yhteydessä rotilla 
(Choi ym. 2002; Hattori ym. 2000; Sheikh ym. 2012). NCX-määrän vähentyminen diabe-
teksen yhteydessä voi merkitä sitä, että kalsiumin poisto sytoplasmasta hidastuu, jolloin 
myös kalsiumkonsentraation palautuminen alkuperäiselle tasolle hidastuu. Liikunnalla ei 
ollut huomattavia vaikutuksia NCX-proteiinin määriin ja ainoastaan pieni laskeva trendi 
oli havaittavissa vasemmassa epikardiumissa. Osa aiemmasta tutkimusta on kuitenkin 
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havainnut liikunnan lisäävän NCX-proteiinin määrää rotilla (Mou ym. 2009; Wisløff ym. 
2002). NCX-määrän lisääntyminen liikunnan seurauksena voi tarkoittaa siitä, että kal-
siumin poistuminen sytoplasmasta nopeutuu ja kalsiumkonsentraatio palaa nopeammin 
ennen supistumista vallitsevalle tasolle. Vaikka tässä tutkimuksessa liikunta ei vaikutta-
nut positiivisesti NCX-proteiinin määriin, niiden aktiivisuus on kuitenkin voinut muuttua. 
 
NCX-proteiinin määrän ja toiminnan muutoksia on myös hyvä tarkastella yhdessä 
Serca2-proteiinin määrän ja toiminnan kanssa, sillä ne molemmat poistavat kalsiumia 
sytoplasmasta relaksaatiovaiheessa. Kuten aiemmin mainittiin, sarkoplasmisen kalvos-
ton kalsiumin uskotaan olevan merkityksellisempää supistumisreaktiossa kuin solun ul-
kopuolelta tuleva kalsium (Belke & Dillmann 2004), ja siksi Serca2-proteiinien toiminta 
supistumisen relaksaatiovaiheessa voi olla tärkeämpää kuin NCX-proteiinin. Aiemmissa 
hiirillä tehdyillä liikunnan ja diabeteksen yhteisvaikutuksen tutkimuksissa on havaittu, 
että diabeteksen yhteydessä Serca2-proteiinin aktiivisuus vähenee, mutta NCX-proteii-
nin aktiivisuus lisääntyy vasemmassa kammiossa, ja liikuntaharjoittelu palauttaa aktiivi-
suustasot terveiden eläinten tasolle (Rolim ym. 2015; Stolen ym. 2009). Nämä aktiivi-
suuden muutokset voivat olla osoitus siitä, että Serca2-proteiinin toiminnan heikentyessä 
diabeteksen yhteydessä NCX-proteiini alkaa kompensoida Serca2:n toimintaa, ja sen 
oma aktiivisuus lisääntyy. Liikunta puolestaan palauttaa Serca2-proteiinin toiminnan en-
nalleen, jolloin NCX-proteiinin ei mahdollisesti tarvitse enää toimia yhtä aktiivisesti (Ro-
lim ym. 2015; Stolen ym. 2009). Tässä tutkimuksessa havaittiin, että liikunta lisäsi va-
semman kammion endokardiumissa Serca2-proteiinin määrä, mutta ei juurikaan vaikut-
tanut NCX-proteiinin määriin. Tämä tulos on osaksi yhteneväinen aiemman havainnon 
kanssa siitä, että Serca2-proteiinin toiminta on tärkeämpää kuin NCX-proteiinin. On 
mahdollista, että kun Serca2-proteiinin määrä lisääntyy, kalsiumia pumpataan niin tehok-
kaasti sarkoplasmiseen kalvostoon, ettei sitä enää riitä yhtä paljon pumpattavaksi ulos 
solusta, ja NCX-proteiinia tarvitaan vähemmän. Vaikka vasemman kammion endokar-
diumin NCX-määrissä ei ollut muutoksia, niin kuten aiemmin mainittiin, proteiinien tai 
niiden säätelyproteiinien aktiivisuus on voinut kuitenkin muuttua.  
4.5. Erot kammioiden kalsiumkanavien määrissä 
Yleisesti myös kammiot erosivat toisistaan kalsiumkanavien suhteellisissa määrissä. Oi-
keassa kammiossa oli esimerkiksi merkitsevästi vähemmän Cacna1c-proteiinia kuin va-
semman kammion endokardiumissa. Oikeassa kammiossa vaikutti olevan myös vähem-
män RyR2-proteiinia, kuin vasemman kammion epi- tai endokardiumissa. Oikean kam-
mion seinämät ovat ohuemmat ja sen supistumisvoima on heikompi (Poels ym. 2015). 





Alueellisia eroja tarkastellessa vasemman kammion endokardiumissa nähtiin merkitsevä 
muutos Serca2-proteiini määrissä, sillä liikunta lisäsi Serca2-proteiinin määrää sekä ter-
veillä että sairailla. Vasemman kammion endokardumin lihassolujen supistumisen onkin 
havaittu olevan nopeampaa ja suurempaa kuin epikardiumin (Kondo ym. 2006; Mou ym. 
2009), joten on mahdollista, että liikunnan yhteydessä endokardium tekee enemmän 
työtä, ja Serca2-proteiinin määrä siinä lisääntyy, jotta kammion relaksaatiovaihe voi ta-
pahtua nopeammin. Toisaalta vaikka on havaittu, että koirilla levossa vasemman kam-
mion endokardiumin verenvirtaus diastolen aikana on suurempaa kuin vasemman kam-
mion epikardiumin tai oikean kammion, on liikunnan osoitettu vähentävän näitä eroja 
verenvirtauksessa eri osien välillä (Ball ym. 1975). Tämä taas voi viitata siihen. että lii-
kunta tehostaa erityisesti vasemman kammion epikardiumin ja oikean kammion toimin-
taa. Tässäkin tutkimuksessa liikunnan nähtiin lisäävän L-tyypin kalsiumkanavien määrää 
vasemman kammion epikardiumissa erityisesti sairailla eläimillä, ja oikeassa kammiossa 
liikunta näytti lisäävän terveillä eläimillä RyR2-proteiinin määrää, vaikka tosin sairaiden 
eläinten kesken tätä muutosta ei ollut. On kuitenkin mahdollista, että levossa vasemman 
kammion endokardiumin merkitys sydämen supistumisessa on suurin, ja liikunta tasaa 
näitä eroja eli muiden osien merkitys lisääntyy.   
 
Aiemmin on havaittu, että vasemman kammion endokardiumissa diastolen kalsiumin-
konsentraation puoliintumisaika on pidempi diabetesrotilla verrattuna kontrollirottiin, 
mutta epikardiumissa tätä muutosta ei havaittu (Smail ym. 2016). Tämä voi viitata siihen, 
että diabetes heikentää endokardiumissa kalsiumin poistoa sytoplasmasta diastolen ai-
kana, mikä taas voi johtua Serca2- tai NCX-proteiinin määrän tai aktiivisuuden vähene-
misestä. Tässä tutkimuksessa diabetes ei vaikuttanut juuriaan NCX- tai Serca2-proteii-
nien määriin endokardiumissa eikä epikardiumissa, mutta kuten jo aiemmin mainittiin, 
niiden aktiivisuuksissa on voinut tapahtua muutoksia. On mahdollista, että diabeteksen 
yhteydessä erot kammioiden merkityksessä tasoittuvat, eli vasemman kammion endo-
kardiumin merkitys supistumisessa vähenee, jolloin muiden osien merkitys lisääntyy.  
 
5. Yhteenveto 
Tutkimukseni päätulokset olivat, että liikunta yleisesti näytti nostavan Cacna1c-proteiinin 
eli L-tyypin kalsiumkanavien määrää vasemmassa epikardiumissa, mutta liikunnan po-
sitiiviset vaikutukset näyttivät olevan paljon suuremmat diabetesta sairastavilla eläimillä 
kuin terveillä. Yleisesti diabetesta sairastavilla eläimillä oli enemmän Cacna1c-proteiinia 
kuin terveillä. Lisäksi liikunta nosti Serca2-proteiinin määrää vasemman kammion endo-
kardiumissa sekä terveillä että sairailla eläimillä. Diabeteksen proteiinimääriä vähentävä 
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vaikutus nähtiin oikeassa kammiossa, jossa diabetes laski RyR2-proteiinin määrää, ja 
tämä ero näkyi erityisesti liikkuneiden eläinten kesken, ja lisäksi diabetes näytti laskevan 
NCX-proteiinin määrää oikeassa kammiossa. 
 
Diabeteksen vaikutukset olivat kokonaisuudessaan vähäisiä: diabetes vähensi merkitse-
västi ainoastaan RyR2-proteiinin määrää oikeassa kammiossa liikuntaa harrastaneiden 
eläinten kesken. Lisäksi NCX-määrän väheneminen oikeassa kammiossa diabeteksen 
yhteydessä oli melkein merkitsevä tulos. On mahdollista, ettei diabetes ollut kehittynyt 
eläimillä tarpeeksi pitkälle erojen havaitsemiseksi, vaikka toisaalta sikojen veriarvot 
osoittavat diabetekselle ominaisia muutoksia. Aiemmat tutkimukset aiheesta on kuiten-
kin tehty hiirillä ja rotilla. On mahdollista, että tutkimusjakso oli minisioille liian lyhyt, ja 
että pidemmällä tutkimusjaksolla voitaisiin nähdä diabeteksen proteiinimääriä vähentävä 
vaikutus paremmin. Vähentynyt NCX-proteiinin määrä viittaa siihen, että kalsiumin ulos-
virtaus sydänlihassoluista on kuitenkin heikentynyt, mikä voi johtaa sydämen supistu-
misvoiman heikkenemiseen. On toisaalta mahdollista, että vähentynyttä NCX-proteiinin 
määrää kompensoi Serca2-proteiinin aktiivisuuden lisääntyminen, jolloin kalsiumin pa-
lautus takaisin sarkoplasmiseen kalvostoon tehostuu ja supistumisvoima säilyy ennal-
laan. Tulevissa tutkimuksissa olisikin hyvä mitata proteiinimäärien lisäksi myös kanavien 
aktiivisuuksia.  
 
Terveillä eläimillä liikunta näytti lisäävän RyR2-proteiinin määrää oikeassa kammiossa 
ja hieman vasemman kammion endokardiumissa, mutta vaikutti vähentävän sen määrää 
vasemmassa epikardiumissa. RyR2-proteiinin suhteen tulokset olivat suuntaa antavia 
trendejä. Lisäksi liikunta lisäsi merkitsevästi Serca2-proteiinin määrää. Liikunnan RyR2-
proteiinia vähentävälle vaikutukselle ei tässä kohtaa löytynyt selitystä. Voi olla, että va-
semman kammion epikardiumin osuus sydämen toiminnassa vähenee liikunnan yhtey-
dessä. Liikunta näyttää lisäävän RyR2- ja Serca2-proteiinien, eli sarkoplasmisen kalvos-
ton kalsiumkanavien, määriä varsinkin vasemmassa endokardiumissa. Tämä tarkoittaa 
sitä, että kalsiumionien siirtyminen sarkoplasmisen kalvoston varaston ja sytoplasman 
välillä supistumisreaktiossa on tehostunut. Tämä voi parantaa sydämen supistumisvoi-
maa, sillä sytoplasman kalsiumkonsentraatio on yksi merkittävimmistä sydänlihassolujen 
supistuskapasiteettiin vaikuttavista tekijöistä. Liikunta kuitenkin näytti vähentävän NCX-
proteiinin määrää oikeassa kammiossa. On mahdollista, että Serca2-proteiinien aktiivi-
suus on lisääntynyt, minkä vuoksi NCX-proteiinien määrä on vähentynyt, kun kalsiumia 
ei tällöin riitä yhtä paljon siirrettäväksi ulos solusta. Seuraavissa tutkimuksissa olisikin 
mielenkiintoista mitata myös kalsiumkanavien aktiivisuutta sekä säätelyproteiinien, kuten 
fosfolambaanin tai FKBP12-proteiinien, määrää, sillä monissa aiemmissa tutkimuksissa 
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sydämen kalsiumkanavien aktiivisuuksien on osoitettu muuttuvan diabeteksen tai liikun-
nan yhteydessä. Sikojen sydänten kalsiumkanavien aktiivisuuden tutkiminen olisi erityi-
sen mielenkiintoista siksi, että aiempi vähäinen tutkimus diabeteksen ja liikunnan yhteis-
vaikutuksesta sydämen kalsiumkanaviin on keskittynyt vain hiiriin tai rottiin. Sikojen sy-
dämet ovat rakenteellisesti ja fysiologisesti lähempänä ihmistä, minkä vuoksi sioilla saa-
tuja tuloksia voidaan paremmin soveltaa ihmisen tutkimukseen. 
 
Diabeteksen ja liikunnan yhteisvaikutuksena nähtiin, että liikunta lisäsi L-tyypin kalsium-
kanavien määrää diabetesta sairastavilla eläimillä. Lisääntynyt L-tyypin kalsiumkanavien 
määrä vasemman kammion epikardiumissa viittaa tehostuneeseen kalsiumin sisäänvir-
taukseen, mikä puolestaan voi tehostaa RyR2-proteiinien avautumista ja kalsiumin va-
pautumista sarkoplasmisen kalvoston kalsiumvarastosta. Vaikka epikardiumissa ei ha-
vaittu RyR2-kanavien määrän lisääntymistä sairailla, niiden aktiivisuus on voinut paran-
tua. Vasemmassa endokardiumissa liikunta lisäsi Serca2-proteiinin määrää, ja näytti 
myös hieman lisäävän RyR2-proteiinin määrää. Serca2-proteiinin määrän lisääntyminen 
merkitsee kalsiumin poiston tehostumista sytoplasmasta supistumisreaktion päättyessä. 
Liikunnalla vaikuttaisi täten olevan kalsiumkanavien määriä lisääviä vaikutuksia diabe-
testa sairastavien minisikojen sydämissä ja siten mahdollisesti voi vaikuttaa positiivisesti 
myös diabetessydämen supistumiskykyyn.  
 
Lopuksi kammioiden välinen vertailu osoitti oikeassa kammiossa olevan vähemmän L-
tyypin kalsiumkanavia ja RyR2-proteiinia kuin vasemmassa kammiossa. Koska oikean 
kammion seinämät ovat ohuemmat, ja sen supistusvoima on vähäisempi, on luonnol-
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Liite 1 Pierce™ BCA Protein Assay Kit                                                                
Liite 2 Western blotting   
 
Pierce™ BCA Protein Assay Kit                                                               Liite 1 
 
 
ThermoFisher Scientific, tuotenumero 23225 
 
1. Valmista standardit. Standardit ovat sarja tunnettuja laimennoksia BSA:sta (bo-
vine serum album), esimerkiksi 0-10 mg/ml standardisarja. 
2. Valmista reaktioliuos sekoittamalla reagenssi A ja reagenssi B (50:1). Liuosta 
tarvitaan 50 µl kaivoa kohden. Huomio: kun reagenssi B sekoitetaan reagenssi 
A:han, liuos muuttuu ensin sameaksi, mutta sitten kirkastuu ja muuttuu vihre-
äksi.  Valmista reaktioliuosta tarpeeksi, jotta sitä riittää kaikkiin näytteisiin. Se-
koitettu reaktioliuos säilyy usean päivän säilytettynä suljetussa astiassa huo-
neenlämmössä. 
3. Pipetoi kuoppalevyn kaivoihin 1 µl jokaista BSA-standardilaimennosta triplikaat-
teina 
4. Pipetoi kuoppalevyn kaivoihin 1 µl näytettä triplikaatteina 
5. Lisää 50 µl reaktioliuosta kaivoihin 
6. Peitä levy ja inkuboi 30 minuuttia 37 ⁰C asteessa.  
7. Aseta spektrofotometri mittaamaan 562 nm, ja mittaa levyn näytteiden absor-
banssi 10 minuutin sisällä. Laske näytteiden proteiinimäärä käyttämällä ohjel-
maa BCA protein assay 384 levynlukijalla.  
 
Huom. Värin kehittyminen jatkuu vielä, kun näytteet ovat jäähtyneet huoneen-
lämpöiseksi. Värin kehittyminen huoneenlämmössä on kuitenkin hidasta, minkä 
vuoksi merkittävää virhettä ei synny, jos 562 nm absorbanssi mitataan 10 mi-
nuutin kuluessa. 
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Liuokset ja puskurit 
 
Homogenisointiliuos 
62,5 nM Tris-HCL (0,76 g /100ml) (Sigma-Aldrich) 
1 µg/ml leupeptiini (100 µg /100 ml) (Sigma-Aldrich) 
1 µg/ml pepstatiini (100 µg /100 ml) (Sigma-Aldrich) 
1 mM PMSF (0,0174 g /100 ml) (Sigma-Aldrich) 
 milliQ-veteen, pH 6,8   
 
Laemmli-liuos 
H2O 3,0 ml  
0,5 M Tris, pH 6,8 (=SDS-D) 1,0 ml (Sigma-Aldrich) 
glyseroli 1,6 ml (Sigma-Aldrich) 
10 % SDS (=SDS-E) 1,6 ml (Sigma-Aldrich) 
0,5 % bromofenoli-sininen 0,4 ml (Merck) 
β-merkaptoetanoli 0,4 ml (Sigma-Aldrich) 
Kokonaismäärä 8,0 ml  
 
Lisää β-merkaptoetanoli vasta juuri ennen liuoksen käyttöä. 
 
10 % APS (ammoniumpersulfaatti, Merck) 0,030 g / 300 µl H2O 
 
Ajopuskuri (10X) 
Tris 15.13 g (Sigma-Aldrich) 
Glysiini 72 g (Fisher Scientific, Loughborough, UK) 
SDS 5 g (Sigma-Aldrich) 
H2O 500 ml  
 
Siirtopuskuriliuos  
Tris 3,03 g (Sigma-Aldrich) 
Glysiini 14,4 g (Fisher Scientific, Loughborough, UK) 
SDS 200 ml (Sigma-Aldrich) 
H2O 1000 ml (pH n. 8.1–8.4) 
 
TBS-liuos 
Tris 6,06 g (Sigma-Aldrich) 
NaCl 8,77 g (VWR Chemicals, Helsinki, Suomi) 
H2O 1000 ml (pH 7,5) 
 
TBST-liuos      TBS + 0,1 % Tween-20 (Merck) 
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Protokolla   
 
TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit (Bio-Rad) 
 
Erottelugeeliliuos (Resolver solution) 
Resolver A 2,5 ml/geeli 
Resolver B 2,5 ml/geeli 
10 % APS 25 µl/geeli 
TEMED (Bio-Rad) 2,5 µl/geeli 
 
Kokoojageeliliuos (Stacker Solution) 
Stacker A 1 ml/geeli 
Stacker B 1 ml/geeli 
10 % APS 10 µl/geeli 
TEMED (Bio-Rad) 2 µl/geeli 
 
Valmistele geelikammiot. Valmista erottelugeeliliuos. Lisää 10 % APS ja TEMED juuri 
ennen liuoksen käyttöä. Sekoita liuos hyvin kääntelemällä putkea, ja kaada liuos tasai-
sesti lasien väliin jättäen tilaa kokoojageelille. Pidä ylijäänyt liuos tallessa, jotta voidaan 
nähdä, milloin geeli on jähmettynyt.  
 
Valmista välittömästi kokoojageeliliuos. Lisää 10 % APS ja TEMED juuri ennen liuok-
sen käyttöä. Sekoita liuos kääntelemällä putkea, ja lisää liuos varovasti Pasteur-pipetin 
avulla lasien väliin erottelugeelin päälle. Lisää kampa ja vältä ilmakuplien muodostu-
mista. Jos kuplia muodostuu, poista kampa ja asettele se uudelleen. Anna geelien jäh-
mettyä noin 30 minuuttia. Laimenna ajopuskuri (10x -> 1x, 400 ml riittää kahdelle gee-
lille). Sulata näytteet, kontrolli ja molekyylipainomarkkerit ja säilytä jäillä. 
 
Poista kampa, kun geelit ovat jähmettyneet. Asenna geelit elektroforeesilaitteeseen, ja 
kaada laimennettua ajopuskuria niin, että kaivot täyttyvät. Lisää 5 µl molekyylimarkke-
ria ensimmäiseen kaivoon, näytteet seuraavaan kahdeksaan kaivoon ja kontrollinäyte 
viimeiseen kaivoon. Kontrollinäyte voi olla esimerkiksi sekoitus useaa eri näytteitä. Mo-
lekyylipainomarkkerin paikkaa vaihtamalla eri geelit voi erottaa toisistaan. 
 
Täytä ajolaitteen ulompi kammio ajopuskurilla niin, että elektrodit peittyvät. Sulje kansi, 
ja aja geeliä 200 V noin 35 minuuttia (tai tarvittaessa kauemmin). 
 
Kun geeli on ajossa, leikkaa kaksi palaa suodatinpaperia ja yksi pala nitroselluloo-
samembraania, ja liota niitä noin 15 minuuttia siirtopuskurissa. Käytä hanskoja ja käsit-
tele membraania pinseteillä sormenjälkien välttämiseksi. Laita myös 
  
 
kaksi karhunkieltä likoamaan siirtopuskuriin. Kun geeliajo on valmis, ota geelistä Stain-
free-kuva ChemiDocTM MP Imaging System –laitteella, ja leikkaa tämän jälkeen geeli 




- Laita kasetti puhtaalle alustalle, musta puoli alas 
- Laita yksi liotettu karhunkieli mustan puolen päälle 
- Laita yksi suodatinpaperi karhunkielen päälle 
- Laita lionnut geeli suodatinpaperin päälle 
- Laita lionnut nitroselluloosamembraani geelin päälle (varmista, ettei ilmakuplia 
jää membraanin ja geelin väliin) 
- Laita yksi suodatinpaperi membraanin päälle  
- Laita yksi karhukieli suodatinpaperin päälle 
Poista mahdolliset ilmakuplat painamalla varovasti rullalla geeli-sandwichin päältä. 
Sulje kasetti ja aja siirtopuskurissa 100V 60 minuuttia. Pidä kasettia jäillä ajon aikana 




Kun siirtoajo on valmis, pura kasetit ja laita nitroselluloosamembraani TBS-liuokseen ja 
15 minuutiksi sekoittajaan. Siirrä membraanit blokkausliuokseen (5 % maitojauhetta 
TBS:ssä) ja liota sekoittajassa 60 minuuttia. Poista blokkausliuos huolellisesti. Lisää 
primaarinen vasta-aineliuos ja liota + 4 ⁰C asteessa yön yli sekoittajassa. Vasta-aine-
laimennos riippuu käytetystä vasta-aineesta. Vasta-aine liuotetaan TBST+ 5% maito-
jauheliuokseen. 
 
Pese membraani viisi kertaa TBST-liuoksella, 5 minuuttia kerrallaan ja lopuksi poista 
pesuliuos huolellisesti. Lisää sekundaarinen vasta-aine (TBST+ 5% maitojauhe) ja liota 
noin 60 min. sekoittajassa huoneenlämmössä. Käytä primaariseen vasta-aineeseen 
sopivaa sekundaarista vasta-ainetta. Pese membraani viisi kertaa TBST-liuoksella, 5 
minuuttia kerrallaan ja lopuksi jätä membraani TBST-liuokseen. 
 
Kuvaa membraani ChemiDocTM MP Imaging System –laitteella. Käytä sopivaa valotus-
aikaa. 
